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DESCRIPCIÓN

Flavivirus asociados a la enfermedad de Theiler

Campo de la divulgación

Esta divulgación se refiere al virus asociado a la enfermedad de Theiler (''TDAV”, por las siglas en inglés Theiler’s
disease-associated virus), a los reactivos relacionados con el mismo y a los procedimientos para su detección, al 5
uso y/o al tratamiento de enfermedades asociadas al TDAV.

Antecedentes de la divulgación

La enfermedad de Theiler es una enfermedad hepática fulminante que afecta a los caballos. La causa de la 
enfermedad de Theiler todavía no se ha determinado y representa un problema significativo relacionado con el 
diagnóstico y el tratamiento de la enfermedad. La enfermedad se ha asociado a la administración previa de10
productos biológicos de origen equino (por ejemplo, antitoxina botulínica, antitoxina tetánica). Se ha observado un 
retraso significativo entre la exposición al producto biológico y la aparición de la hepatitis aguda, y se determinó que 
las lesiones histopatológicas asociadas en el hígado eran notablemente similares a las asociadas con la infección 
aguda humana por el virus de la hepatitis A o el virus de la hepatitis B.

Sumario de la divulgación15

Esta divulgación describe un nuevo virus que ahora se ha relacionado con la enfermedad de Theiler (el virus 
asociado a la enfermedad de Theiler ("TDAV")). Se determinó que el TDAV era un miembro de la familia Flaviviridae
que incluye el virus de la hepatitis C (HCV), el virus B GB, el hepacvirus canino (CHV) y el hepacivirus equino no 
primate (NPHV). Este nuevo virus, la secuencia de nucleótidos genómica, la secuencia de aminoácidos, así como 
las composiciones y los procedimientos para la preparación, el uso y/o la detección del mismo, se describen en el 20
presente documento. También se proporcionan reactivos y procedimientos para la detección del TDAV en muestras 
biológicas. Por lo tanto, esta divulgación proporciona una solución a los problemas relacionados con la detección, el 
diagnóstico, el tratamiento y la prevención de la enfermedad de Theiler.

En el presente documento se divulga que el TDAV comprende las secuencias de ácidos nucleicos y de aminoácidos
de las SEQ ID NOS.: 1, 2 y/o 3. Se describen las moléculas de ácidos nucleicos que comprenden dichas secuencias 25
de ácidos nucleicos y/o que codifican dichas secuencias de aminoácidos. En el presente documento también se 
proporcionan los procedimientos y los reactivos para la detección del TDAV (que también pueden incluir virus de tipo 
TDAV), en una muestra (por ejemplo, una muestra biológica tal como sangre completa (por ejemplo, sin diluir o 
procesada), sangre de cordón umbilical, plasma, suero, suero del cordón umbilical, saliva, linfa, líquido 
cefalorraquídeo, orina, semen, líquido pleural, leche materna, sudor, ascitis, una muestra de tejido, por ejemplo, de 30
hígado, un producto alimenticio (por ejemplo, carne) o una bebida (por ejemplo, leche), etc.). También se desvelan 
composiciones que comprenden el TDAV, los ácidos nucleicos, los péptidos y/o los polipéptidos correspondientes al 
TDAV. También se proporcionan otras realizaciones, según se describe en el presente documento.

Breve descripción de los dibujos

Figura 1. Visión global de un brote epidémico de una enfermedad de Theiler. Se trataron terapéutica y 35
profilácticamente veintidós caballos de la Granja A con sospecha de una exposición a la toxina botulínica, con 
plasma hiperinmune antitoxina botulínica equino intravenoso. Cinco caballos recibieron la antitoxina de una 
fuente (caballos grises, ’antitoxina 1’), mientras que 17 caballos recibieron un lote de una fuente independiente 
(caballos negros, ’antitoxina 2’). Quince de los caballos que participaron en este estudio quedaron sin tratar 
(caballos blancos, ’sin tratar’). A las 8 semanas de la administración de la antitoxina, 8 de los caballos tratados 40
con la antitoxina 2 mostraron signos de una hepatitis aguda (cajas). Todos los demás caballos eran clínicamente 
asintomáticos (sin cajas).

Figura 2. Genoma del virus asociado a la enfermedad de Theiler (el TDAV). (A) Esquema del genoma del 
TDAV. Los sitios de escisión de proteínas son supuestos y se anotaron basándose en una interferencia 
homóloga con el HCV (Fig. 4). (*) Gen correspondiente a la proteína p7 del HCV, la p13 del GBV-B, la X del 45
GBV-D y el GBV-A de 21 kDa. (B) Mapa de cobertura de las lecturas de secuenciación del Caballo A1, el Caballo 
A2 y la Antitoxina 2. (C) Tamaño mediano del amplicón calculado basándose en la distancia entre los extremos 5’ 
del cartografiado de las lecturas de secuenciación de los extremos apareados de cada nucleótido. (D) Clones 
solapantes recuperados y secuenciados para confirmar el ensamblaje del genoma (arriba) y la ubicación de los 
amplicones usados en el diagnóstico y la cuantificación del TDAV (abajo). (E) Representación gráfica del 50
porcentaje de identidad de los aminoácidos por parejas (ventanas de 100 aa) del TDAV en comparación con el 
HCV-gt1, el NPHV y el GBV-D. La escala de posición del genoma (inferior) se refiere a los paneles A-E.

Figura 3. Análisis filogenético de Flaviviridae basado en secuencias de poliproteínas. Se generaron 
múltiples alineaciones de secuencias usando MUSCLE y se generó un árbol filogenético de Neighbor-Joining con
100 réplicas de muestreo con reposición en MEGA5. El TDAV está en negrita para enfatizar. Todas las ramas 55
están numeradas comenzando en ’*’ y aumentan en sentido horario (véase la Tabla S3 para la clave). Los 
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grupos con las ramas más cercanas están marcados con un intervalo de números de la secuencia; un miembro 
representativo del grupo indicado entre paréntesis con una línea más gruesa indica la ramificación del miembro 
representativo. WNV = virus del Nilo occidental, DENV = virus del Dengue 1, DV = virus del Donggang, YFV = 
virus de la fiebre amarilla, MV = virus del Modoc, TBEV = virus de la encefalitis transmitida por garrapatas, BVDV 
= virus de la diarrea vírica bovina 1, TDAV = virus asociado a la enfermedad de Theiler, GBV-(A-D) = virus GB 5
(A-D), HCV = genotipo 1 del virus de la hepatitis C, NPHV = NPHV #1 (AFJ20709.1). ’t’ indica las ramificaciones 
prácticamente idénticas 8 y 9, que se corresponden con el virus Tembusu y el flavivirus Duck TA, 
respectivamente.

Figura 4 A-N. Alineación de múltiples secuencias de las secuencias de poliproteínas del virus de la 
Hepatitis C, de los virus GB, del hepacivirus canino y del TDAV. Se alinearon los seis genotipos del HCV, los 10
cuatro virus de GB, el hepacivirus canino y el TDAV usando MUSCLE y se visualizaron en ClustalX v2.0. Un ’*’ 
encima de la columna indica una perfecta conservación, un ’.’ indica un elevado grado de conservación, y un ’:’ 
indica similitud en los aminoácidos a lo largo de la totalidad de la columna. El gráfico de barras por debajo de la
alineación muestra la fracción de los miembros de la columna que se emparejan en consenso.

Figura 5. Un ensayo diagnóstico basado en una PCR cuantitativa para detectar el TDAV en diferentes 15
grupos. Los ciclos hasta el umbral (Ct) en el ensayo diagnóstico de qRT-PCR del TDAV (cebadores EVT-
146/147) están representados en un eje y invertido; un menor valor de Ct representa una mayor carga vírica. (A) 
Suero/plasma de los caballos tratados de las Granjas A, B y D con un listado del tratamiento con la antitoxina
indicada. (B) Resultados de la Granja A, los animales tratados con la antitoxina 2 únicamente se segregaron si el 
caballo mostraba signos de hepatitis. Se indica la gravedad de los síntomas (clínicos y subclínicos).20

Figura 6 A-E. Carga vírica del TDAV y función de las enzimas hepáticas en animales inoculados 
experimentalmente con la antitoxina 2. (A) Cuantificación mediante una qRT-PCR del ARN del TDAV. (B-E) 
Pruebas bioquímicas de la transaminasa de aspartato (AST), la transferasa de gamma gluatamilo (GGT), la 
deshidrogenasa de sorbitol (SDH) y la deshidrogenasa de glutamato (GLDH o GD). Se tomaron muestras en el 
tiempo 0 y 10-14 semanas después de la inoculación con 500 ml del mismo lote de la antitoxina 2 relacionado 25
con el brote epidémico de hepatitis sérica. Un caballo apareció levemente sintomático en la semana 9 después 
de la inoculación (el Caballo C1, negro), mientras que los otros tres no lo hicieron (el Caballo C2, gris claro; el 
Caballo C3, gris; y el Caballo C4, gris oscuro).

Figura 7. El TDAV puede provocar una infección crónica. Se monitorizó el TDAV en muestras emparejadas 
recogidas durante el brote epidémico y aproximadamente un año después. Los ciclos hasta el umbral (Ct) del 30
ensayo diagnóstico del TDAV mediante una qRT-PCR (cebadores EVT-146/147) están representados 
gráficamente en un eje y invertido; un menor valor de Ct representa una mayor carga vírica. Los ensayos 
diagnósticos se llevaron a cabo en paralelo sobre muestras emparejadas, permitiendo una comparación directa 
de los valores de Ct.

Figura 8 . Se analizaron treinta y cinco secuencias de alta calidad de los clones RACE para determinar el 35
verdadero extremo 5’ del genoma del TDAV. Se identificaron tramos de poliguanina (o de policitosina para los
clones con la orientación inversa) generados durante el procedimiento de RACE en 5’ que preceden al supuesto 
extremo 5’ del genoma, y se eliminaron. Se incluyeron las posiciones 1-7 (marcadas) en el conjunto como la 
secuencia consenso, TGATACC, mientras que la posición marcada con ’?’ representa un potencial T polimorfo 
observado en cinco clones. Se generó el logo de la secuencia usando WebLogo (http://weblogo.berkeley.edu).40

Figura 9. Estructuras predichas para la UTR en 5’ y la UTR en 3’. La estructura secundaria del ARN para las 
secuencias (A) UTR en 5’ y (B) UTR en 3’ se predijo usando CONTRAfold y se visualizó usando Pseudo 
Viewer3. Se plegaron aproximadamente 30 nucleótidos secuencia abajo del codón de inicio de la traducción
(’AUG’, en negrita en (A)) y 30 nucleótidos secuencia arriba del codón de detención de la traducción (’UGA’, en 
negrita en (B)), además de las UTR. Las coordenadas de (B) son relativas y están desplazadas en 10.154 nt 45
(posición 1 = nt 10155 del TDAV; posición 325 = nt 10479 del TDAV).

Descripción detallada

Esta divulgación se refiere a soluciones para la actual e insatisfecha necesidad de identificación y detección del (los) 
agente(s) causal(es) de enfermedades tales como la enfermedad de Theiler. Según se describe en el presente 
documento, se ha identificado un posible agente causal como el virus asociado a la enfermedad de Theiler (el TDAV, 50
que puede incluir, por ejemplo, ''virus del tipo TDAV"), así como cepas clínicas y composiciones de los mismos. 
Adicionalmente se proporcionan secuencias de ácidos nucleicos y secuencias de aminoácidos que representan a los 
mismos (por ejemplo, las SEQ ID NOS.: 1-3). También se proporcionan las moléculas de ácidos nucleicos que 
comprenden dichas secuencias de ácidos nucleicos y/o que codifican dichas secuencias de aminoácidos. En el 
presente documento también se proporcionan los procedimientos y los reactivos para la detección del TDAV (que 55
también pueden incluir virus de tipo TDAV), en una muestra (por ejemplo, una muestra biológica tal como sangre 
completa (por ejemplo, sin diluir o procesada), sangre de cordón umbilical, plasma, suero, suero de cordón umbilical, 
saliva, linfa, líquido cefalorraquídeo, orina, semen, líquido pleural, leche materna, sudor, ascitis, una muestra de 
tejido, un producto alimenticio (por ejemplo, carne), una bebida (por ejemplo, leche), etc.) y/o un organismo (por 
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ejemplo, un insecto). Por ejemplo, el virus el TDAV puede estar presente en una muestra biológica de un animal (por 
ejemplo, un mamífero) tal como un caballo. Dicho caballo (por ejemplo, uno que presenta la enfermedad de Theiler) 
puede tener el TDAV circulando en un líquido corporal tal como, por ejemplo, la sangre. En algunas realizaciones, el 
TDAV (por ejemplo, un virus que comparte al menos una cierta identidad con el descrito en el presente documento)
puede ser identificado y/o detectado mediante la detección y/o el aislamiento del virus o de una porción del mismo a 5
partir de una muestra biológica. En algunas realizaciones, el TDAV puede ser detectado mediante la detección de 
una secuencia de ácidos nucleicos y/o de una secuencia de aminoácidos del virus, y/o el virus per se (por ejemplo, 
en forma de un virus intacto o de una partícula vírica) en la muestra biológica. También se contemplan otras 
realizaciones, como será evidente para el experto habitual en la materia de esta divulgación.

El TDAV comprende normalmente una cualquiera o más secuencias de ácidos nucleicos y/o de aminoácidos que se 10
corresponden con, que pueden usarse para identificar y/o para distinguir el TDAV de otro virus, y/o que pueden 
usarse para detectar el TDAV en una muestra (por ejemplo, una muestra biológica) y/o que pueden usarse para 
generar un anticuerpo reactivo frente al TDAV, tal como, por ejemplo: la SEQ ID NO.: 1 o 2; una secuencia de ácidos 
nucleicos que tiene una identidad de al menos aproximadamente el 90 % con la SEQ ID NO.: 1 o 2; una secuencia 
de ácidos nucleicos que codifica la SEQ ID NO.: 3; una secuencia de ácidos nucleicos que codifica un polipéptido o 15
un péptido que tiene una identidad de al menos aproximadamente el 90 % con la SEQ ID NO.: 3; un polipéptido que 
comprende la SEQ ID NO.: 3; un polipéptido que tiene una identidad de al menos aproximadamente el 90 % con la 
SEQ ID NO.: 3. Algunas porciones de la SEQ ID NO.: 1, 2 o 3 pueden ser, por ejemplo, cualquier secuencia de 
nucleótidos (por ejemplo, un oligonucleótido) y/o una secuencia de aminoácidos (por ejemplo, un péptido o cualquier
secuencia de aminoácidos a la que se une un agente de unión (por ejemplo, un anticuerpo)) con cualquier cantidad 20
de restos de nucleótidos y/o de aminoácidos que es específica del TDAV, y que puede usarse para identificar el 
TDAV, y/o que puede usarse para diferenciar el TDAV, por ejemplo, de otro virus, por ejemplo, en una muestra 
biológica (por ejemplo, usando un ensayo). La secuencia de estas secuencias de ácidos nucleicos puede ser 
determinada mediante cualquier procedimiento disponible para los expertos habituales en la materia. Cualquiera de 
dichas secuencias de nucleótidos y/o de aminoácidos puede ser "única para el virus asociado a la enfermedad de 25
Theiler (TDAV)". "Usado para identificar" puede incluir el uso de la unión de un agente de unión que tiene 
especificidad por una secuencia de nucleótidos y/o de aminoácidos del TDAV descrito en el presente documento. Un
virus que comprende cualquiera de dichas secuencias de nucleótidos (por ejemplo, en el genoma vírico) y/o de 
aminoácidos (por ejemplo, expresadas por el virus) descrito en el presente documento y/o la unión a un agente de 
unión que tiene especificidad por el mismo, puede denominarse en el presente documento un virus "de tipo TDAV". 30
En algunos casos, en el presente documento, "TDAV" y "de tipo TDAV" pueden usarse de forma intercambiable. Los 
ensayos para la identificación del TDAV (por ejemplo, en un producto) pueden llevarse a cabo de cualquier forma 
establecida en el presente documento o que esté disponible de otro modo para el experto habitual en la materia. Por 
ejemplo, el ensayo puede incluir el uso de uno o más oligonucleótidos, par(es) de cebador(es), procedimiento(s), 
kit(s), soporte(s) sólido(s) y/o anticuerpos descritos en el presente documento. También se contemplan otras35
realizaciones de dichos productos, como será evidente para el experto habitual en la materia de esta divulgación.

Según se describe en el presente documento, la enfermedad de Theiler se ha asociado con la administración previa 
de productos biológicos de origen equino (por ejemplo, antitoxina botulínica, antitoxina tetánica, antitoxinas de 
serpiente, preparaciones de antitimocitos, productos de calostro en general, y similares). Por lo tanto, es importante 
la producción de productos que se sepa que no contienen un agente infeccioso que pueda causar la enfermedad de 40
Theiler. Los reactivos y los procedimientos descritos en el presente documento proveen al experto habitual en la 
materia para llevar a cabo dichas determinaciones. Consecuentemente, usando los reactivos y los procedimientos 
descritos en el presente documento (por ejemplo, los ensayos para la detección del TDAV), se puede proporcionar 
un producto (por ejemplo, un producto biológico de origen equino tal como antitoxina botulínica o antitoxina tetánica) 
que ha sido cribado y/o ensayado para evaluar la presencia del virus asociado a la enfermedad de Theiler en el 45
mismo. En ciertas realizaciones, el producto puede derivar de suero o de plasma (por ejemplo, suero o plasma de 
caballo). El producto, por ejemplo, puede ser uno que se ha cribado y/o ensayado para detectar la presencia del 
TDAV. Un "producto ensayado" preferido, por ejemplo, puede ser aquel que se ha determinado que no contiene el 
TDAV y/o que contiene menos TDAV el producto original.

El TDAV puede ser detectado en forma de una partícula vírica per se o de una porción de la misma (por ejemplo, 50
una secuencia de ácidos nucleicos y/o un antígeno) usando cualquiera de las diversas técnicas bien conocidas. Una 
partícula vírica puede ser detectada, por ejemplo, mediante la observación directa del virus (por ejemplo, mediante 
una microscopía electrónica), mediante la detección de las células que expresan un antígeno del virus (por ejemplo, 
mediante una tinción y/o una citometría de flujo) y/o mediante la detección de una molécula de un ácido nucleico 
(por ejemplo, una secuencia de ácidos nucleicos objetivo) correspondiente al virus. También hay disponibles para 55
los expertos habituales en la materia otras técnicas para la detección del TDAV en una muestra, y están 
contempladas en el presente documento.

Las secuencias de ácidos nucleicos del TDAV (y/o los oligonucleótidos usados para la identificación y/o la detección 
de dichas secuencias de ácidos nucleicos) pueden incluir aquellas que hibridan (por ejemplo, en unas condiciones 
muy rigurosas y/o moderadamente rigurosas) con una sonda de hibridación que tiene una secuencia de nucleótidos60
que codifica un polipéptido de la SEQ ID NO.: 3, tal como las SEQ ID NOS.: 1 o 2 (o un complemento de las 
mismas). La porción de hibridación del ácido nucleico de hibridación, tal como un oligonucleótido, normalmente tiene 
una longitud de al menos aproximadamente 18, 19, 20 nucleótidos. La porción de hibridación normalmente es 
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idéntica en al menos aproximadamente un 90 %, un 95 %, un 95-99 %, un 97,5 %, un 99 % o un 100 % a la
secuencia de nucleótidos con la que hibrida. Los ácidos nucleicos de hibridación son útiles, por ejemplo, como 
sondas de clonación, cebadores (por ejemplo, un cebador para una PCR) y/o sondas diagnósticas. La estabilidad 
del ácido nucleico dúplex o híbrido es expresada en forma de la temperatura de fusión o Tm, que es la temperatura a 
la cual la sonda se disocia de un ADN objetivo. Esta temperatura de fusión se usa normalmente para definir las 5
condiciones de rigurosidad requeridas. Si se identifican secuencias que están relacionadas y son sustancialmente 
idénticas a la sonda, en lugar de idénticas, entonces es útil establecer en primer lugar la menor temperatura a la cual 
únicamente se produce una hibridación homóloga con una concentración en particular de sal (por ejemplo, SSC o 
SSPE). Asumiendo que un malapareamiento de un 1 % da como resultado una disminución de 1 ºC en la Tm, la 
temperatura del lavado final en la reacción de hibridación se reduce consecuentemente (por ejemplo, si se aspira a 10
unas secuencias que tengan una identidad mayor del 95 %, la temperatura del lavado final se reduce en 5 ºC). En la 
práctica, el cambio en la Tm puede ser de entre 0,5 y 1,5 ºC por 1 % de malapareamiento. Unas condiciones muy 
rigurosas pueden implicar una hibridación a 68 ºC en 5X de SSC/5X de solución de Denhardt/1,0 % de SDS, y un 
lavado con 0,2X de SSC/0,1 % de SDS a la temperatura ambiente. Unas condiciones moderadamente rigurosas 
pueden incluir un lavado con 3X de SSC a 42 ºC. Las concentraciones salinas y las temperaturas pueden 15
modificarse para conseguir el nivel de identidad óptimo entre la sonda y el ácido nucleico objetivo. Una guía 
adicional relativa a dichas condiciones está fácilmente disponible en la materia, por ejemplo, en Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, Tercera Edición, de Sambrook et al., Cold Spring Harbor Press, 2001.

Una secuencia de ácidos nucleicos que se corresponde (por ejemplo, que comparte al menos una cierta identidad 
con) con el TDAV también puede ser un "ácido nucleico objetivo" y/o una "secuencia de ácidos nucleicos objetivo" 20
(términos que pueden usarse de forma intercambiable). Una secuencia de ácidos nucleicos objetivo puede ser 
detectada y/o identificada y/o cuantificada mediante cualquiera de las diversas técnicas ampliamente disponibles en 
la materia. La secuencia de ácidos nucleicos objetivo se puede corresponder, por ejemplo, con la SEQ ID NO.: 1 y / 
o codificar 18, 19, 20 o más restos de aminoácidos consecutivos codificados por la misma (por ejemplo, la secuencia 
de aminoácidos codificada por los nucleótidos 618-10.479 de la SEQ ID NO.: 1 (incluyendo el codón de detención 25
GTG) y/o como en la SEQ ID NO.: 2)) y/o un derivado de la misma. En algunas realizaciones, la secuencia de ácidos 
nucleicos objetivo puede ser complementaria en al menos aproximadamente un 90 %, un 95 %, un 95-99 %, un 
97,5 %, un 99 % o un 100 % (por ejemplo, idéntica a, o capaz de unirse, por ejemplo, en unas condiciones de 
hibridación rigurosas de ácidos nucleicos) a una porción de, o a lo largo de la totalidad de, la secuencia de ácidos 
nucleicos del TDAV (por ejemplo, la SEQ ID NO.: 1). La secuencia de ácidos nucleicos objetivo puede comprender 30
una región (por ejemplo, una "región específica objetivo") es decir, por ejemplo, de aproximadamente 20-25, de 
aproximadamente 25-30, de aproximadamente 30-35, de aproximadamente 35-40, de aproximadamente 40-45, de
aproximadamente 45-50 o más nucleótidos de longitud.

La secuencia de ácidos nucleicos objetivo puede ser de cualquier tipo, tal como, por ejemplo, un ARN mono- o 
bicatenario, un ADN o un híbrido de ARN/ADN, por ejemplo. En algunas realizaciones, el ácido nucleico objetivo35
puede estar contenido en un ARN (por ejemplo, como en el caso del análisis simultáneo de la expresión génica 
mediante una RT-PCR) o una molécula de ADN (por ejemplo, de ADNc). La preparación del ácido nucleico objetivo 
puede llevarse a cabo de una forma apropiada para el proceso de detección en particular que se va a implementar, 
como será conocido por los expertos habituales en la materia. Por ejemplo, las moléculas de un ácido nucleico de 
ADN o de ARN pueden ser extraídas a partir de cualquier tipo de muestra (por ejemplo, de sangre) y procesadas 40
según los procedimientos habituales. Normalmente, la detección implica el uso de ácido nucleico (por ejemplo, un
oligonucleótido (por ejemplo, una sonda)) que hibrida con y/o que puede usarse para amplificar (por ejemplo, es 
específica para) una secuencia de ácidos nucleicos objetivo. En algunas realizaciones, pueden usarse 1-1.000 
oligonucleótidos diferentes (por ejemplo, cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11-50, 51-100, 101-150, 151-200, 
201-250, 251-300, 301-350, 351-400, 401-450, 451-500, 501-550, 551-600, 601-650, 651-700, 701-750, 751-800, 45
801-850, 851-900, 901-950 o 951-1.000 oligonucleótidos) por separado o conjuntamente en una única o en múltiples 
reacciones para la detección y/o la identificación y/o la detección de una o más secuencias de ácidos nucleicos 
objetivo en una muestra. De forma adecuada, las técnicas de detección ejemplares pueden incluir una 
inmunotransferencia northern y/o una reacción en cadena de la polimerasa y/o variaciones de las mismas. También 
pueden utilizarse otras técnicas como puede describirse en el presente documento o en cualquier otra parte.50

Una técnica usada habitualmente para la detección de ácidos nucleicos implica la amplificación de uno o más ácidos 
nucleicos objetivo (que puede incluir también, o no, uno o más ácidos nucleicos no objetivo) antes de la detección 
y/o de la identificación. Puede usarse cualquier procedimiento de amplificación y/o de detección. El procedimiento 
usado para la amplificación del (los) ácido(s) nucleico(s) objetivo puede elegirse entre uno cualquiera o más de los 
procedimientos disponibles para el experto en la materia, incluyendo, pero no se limita a, procedimientos lineales, 55
logarítmicos y/o cualquier otro procedimiento de amplificación. Mientras que el término "amplificación" normalmente 
se refiere a un aumento "exponencial" en el ácido nucleico objetivo (por ejemplo, como en una reacción en cadena 
de la polimerasa ("PCR")), el término puede usarse en el presente documento para describir aumentos tanto lineales
como exponenciales en la cantidad de la(s) secuencia(s) de ácido(s) nucleico(s) objetivo. El término "mezcla de 
reacción de amplificación" normalmente se refiere a una solución acuosa que comprende los diversos activos 60
usados para la amplificación de la(s) secuencia(s) de ácido(s) nucleico(s) objetivo, tal como, por ejemplo, enzima(s), 
tampón(es) acuoso(s), sal(es), oligonucleótido(s) (por ejemplo, cebador(es) de amplificación), el ácido nucleico 
objetivo y trifosfatos de nucleósidos. Dependiendo del contexto, la mezcla puede ser una mezcla de reacción de 
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amplificación completa o incompleta. Algunos procedimientos ejemplares incluyen la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR; véanse, por ejemplo, las Patentes de EE.UU. nº 4.683.202; 4.683.195; 4.965.188; y/o 5.035.996), 
procedimientos isotérmicos (usando una o más polimerasas de ARN (véase, por ejemplo, el documento WO 
2006/081222)), desplazamiento de hebra (véase, por ejemplo, la Patente de EE.UU. nº RE39007E), destrucción 
parcial de las moléculas del cebador (véase, por ejemplo, el documento WO2006087574)), reacción en cadena de la 5
ligasa (LCR) (véase, por ejemplo, Wu, et al., Genomics 4: 560-569 (1990) y/o Barany, et al. PNAS USA 88: 189-193 
(1991)), sistemas de replicasa Qβ de ARN (véase, por ejemplo, el documento WO/1994/016108), sistemas basados 
en la transcripción del ARN (por ejemplo, TAS, 3SR), amplificación en círculos rotatorios (RCA) (véase, por ejemplo, 
la Patente de EE.UU. nº 5.854.033; la publicación de EE.UU. nº 2004/265897; Lizardi et al. Nat.Genet. 19: 225-232 
(1998); y/o Banér et al. Nucleic Acid Res., 26: 5073-5078 (1998)) y/o una amplificación por desplazamiento de hebra 10
(SDA) (Little, et al. Clin Chem 45: 777-784 (1999)), entre otros. En algunas realizaciones, tal como mientras se lleva 
a cabo una PCR, la temperatura de fusión (por ejemplo, la Tm) de la secuencia de ácidos nucleicos objetivo (o de 
una región de la misma, por ejemplo, una "región específica objetivo") puede estar aproximadamente 5 ºC por 
debajo de la temperatura de apareamiento / extensión usada para los ciclos de la PCR. En algunas realizaciones, la
Tm de la región específica objetivo puede variar entre aproximadamente 51 ºC y 60 ºC, entre aproximadamente 15
52 ºC y 59 ºC, entre aproximadamente 53 ºC y 58 ºC, entre aproximadamente 54 ºC y 57 ºC, entre aproximadamente 
55 ºC y 56 ºC o entre aproximadamente 50 ºC y aproximadamente 60 ºC. Hay muchos sistemas que son adecuados 
para su uso en la aplicación de secuencias de ácidos nucleicos objetivo, y están contemplados en el presente 
documento, como comprenderá el experto en la materia.

En algunas realizaciones, la amplificación puede llevarse a cabo mediante la formación de una mezcla de reacción 20
que contiene la muestra biológica que comprende el ácido nucleico del TDAV (o, por ejemplo, un ácido nucleico 
objetivo del mismo), una molécula de un ácido nucleico, tal como un plásmido y/o un oligonucleótido (que 
comprende opcionalmente un marcador detectable) que se corresponde con el TDAV, y otros reactivos que puedan 
ser necesarios (por ejemplo, tampones, enzimas (por ejemplo, polimerasa)) para la amplificación y/o la detección y/o 
la identificación y/o la cuantificación del ácido nucleico objetivo. En algunas realizaciones, estos procedimientos 25
pueden implicar el aislamiento y/o la amplificación del ácido nucleico objetivo, y la detección del mismo usando una 
sonda oligonucleotídica (por ejemplo, un oligonucleótido que se corresponde con la secuencia de nucleótidos del 
virus de tipo TDAV descrito en el presente documento). Por ejemplo, para una reacción de PCR, un par de 
cebadores (un cebador "directo" y uno "inverso") tales como:

AGGGTTCTTCGGGTAAATCC (EVT-146; SEQ ID NO.: 4) y CCCTCGGACTGAATTATAGGC (EVT-147; SEQ ID 30
NO.: 5) para producir un amplicón de 166 pares de bases (por ejemplo, correspondiente a los nucleótidos 171-
336 de la SEQ ID NO.: 1);

GCTTTCCCTTTGCACTATGG (EVT-154; SEQ ID NO.: 6) y CAAGCCGATGCAACTAAAGC (EVT-155; SEQ ID 
NO.: 7) para producir un amplicón de 156 pares de bases (por ejemplo, correspondiente a los nucleótidos 1674-
1829 de la SEQ ID NO.: 1);35

ATGCCATGGGTATGTTGACC (EVT-162; SEQ ID NO.: 10) y CTCCTCGTAGTTGCCTTTGC (EVT-163; SEQ ID 
NO.: 11) para producir un amplicón de 155 pares de bases (por ejemplo, correspondiente a los nucleótidos 3892-
4046 de la SEQ ID NO.: 1);

CTCCTGTGCTCCCTGAACC (EVT-178; SEQ ID NO.: 16) y AACACCATTGACCCAGAAGC (EVT-179; SEQ ID 
NO.: 17) para producir un amplicón de 167 pares de bases (por ejemplo, correspondiente a los nucleótidos 7834-40
8000 de la SEQ ID NO.: 1); o

CTTCTGCCTACATCCCATCG (EVT-186; SEQ ID NO.: 18) y TGCATACCTTTCGGCTAAGG (EVT-187; SEQ ID 
NO.: 19) para producir un amplicón de 197 pares de bases (por ejemplo, correspondiente a los nucleótidos 9931-
10127 de la SEQ ID NO.: 1).

Otros pares de cebadores potencialmente útiles que pueden incluir:45

GGCTCTTTGGATTCACTTGC (EVT-158; SEQ ID NO.: 8) y CCAGTGACCAGCATAATTCG (EVT-159; SEQ ID 
NO.: 9) para producir un amplicón de 166 pares de bases (por ejemplo, correspondiente a los nucleótidos 2144-
2309 de la SEQ ID NO.: 1);

TGGGAGTGTCTGGATTATTGC (EVT-170; SEQ ID NO.: 12) y CAAGGTGTCCGAGAGGTAGG (EVT-171; SEQ 
ID NO.: 13) para producir un amplicón de 178 pares de bases (por ejemplo, correspondiente a los nucleótidos 50
5607-5784 de la SEQ ID NO.: 1); o,

TGGTACTGGTACCGTCACTGG (EVT-174; SEQ ID NO.: 14) y GCGAGGACCTGAAGTAGTGC (EVT-175; SEQ 
ID NO.: 15) para producir un amplicón de 163 pares de bases (por ejemplo, correspondiente a los nucleótidos 
6572-6734 de la SEQ ID NO.: 1).

También pueden ser útiles otros pares de cebadores correspondientes a las SEQ ID NO.: 1 y/o que codifiquen una 55
porción de la SEQ ID NO.: 2. Dichos pares de cebadores pueden usarse en reacciones de amplificación, según se 
describe en el presente documento y/o como es conocido en la materia. Cualquiera de estos cebadores pueden 
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usarse, también o como alternativa, solos o junto con cualquier otro de dichos cebadores en otras reacciones de 
detección (por ejemplo, en forma de sondas oligonucleotídicas). Por lo tanto, una secuencia de ácidos nucleicos 
objetivo también puede ser idéntica a, ser similar a, comprender y/o corresponderse con cualquiera de las SEQ ID 
NOS.: 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 o 19. Las secuencias de nucleótidos de la SEQ ID NO.: 1 o 2 
correspondiente a cualquiera de los cebadores y/o de los amplicones mencionados anteriormente puede servir 5
asimismo como ácidos nucleicos objetivo para otros ensayos. Por lo tanto, un ácido nucleico objetivo puede 
comprender y/o corresponderse con los nucleótidos 171-336 de la SEQ ID NO.: 1 (SEQ ID NO.: 28); los nucleótidos 
1674-1829 de la SEQ ID NO.: 1 (SEQ ID NO.: 29); los nucleótidos 2144-2309 de la SEQ ID NO.: 1 (SEQ ID NO.: 
30); los nucleótidos 3892-4046 de la SEQ ID NO.: 1 (SEQ ID NO.: 31); los nucleótidos 5607-5784 de la SEQ ID NO.: 
1 (SEQ ID NO.: 32); los nucleótidos 6572-6734 de la SEQ ID NO.: 1 (SEQ ID NO.: 33); los nucleótidos 7834-8000 de 10
la SEQ ID NO.: 1 (SEQ ID NO.: 34); o los nucleótidos 9931-10127 de la SEQ ID NO.: 1 (SEQ ID NO.: 35), como se 
muestra a continuación:

SEQ ID NO.: 28

SEQ ID NO.: 2915

SEQ ID NO.: 30

SEQ ID NO.: 31

20

SEQ ID NO.: 32

SEQ ID NO.: 33

o

SEQ ID NO.: 3525

E13789453
05-10-2017ES 2 642 879 T3

 



8

También pueden ser adecuadas las variantes de dichos ácidos nucleicos objetivo, al igual que otros ácidos nucleicos 
objetivo que se correspondan con el TDAV.

En algunas realizaciones, los procedimientos pueden implicar la preparación de una muestra de ARN y el procesado 
de la misma usando una técnica de inmunotransferencia northern en la que el ácido nucleico objetivo es detectado 5
usando una sonda oligonucleotídica que puede incluir una marcador detectable. Una sonda adecuada en una 
reacción de inmunotransferencia northern puede incluir cualquiera correspondiente al TDAV, tal como, por ejemplo, 
la SEQ ID NO.: 3, que puede incluir un marcador detectable. Los tipos y/o la cantidad de muestra del ácido nucleico 
y/o del cebador y/o de la sonda, usados en dichas reacciones, pueden variar, como comprenderá el experto habitual 
en la materia. Por ejemplo, una reacción de amplificación puede llevarse a cabo usando una polimerasa de ácido 10
nucleico (por ejemplo, la polimerasa Taq), al menos un cebador oligonucleotídico capaz de hibridar específicamente 
con un polinucleótido objetivo (normalmente dos oligonucleótidos, como se usarían en una reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR)) y, opcionalmente, al menos una sonda oligonucleotídica detectable (directa o indirectamente) que
hibrida con el ácido nucleico objetivo amplificado. Puede incorporarse una marcador detectable y/o una sonda, por 
ejemplo, en el al menos un cebador y/o una sonda oligonucleotídica. En algunas realizaciones, al menos también 15
puede introducirse un agente de unión al ácido nucleico detectable (por ejemplo, un colorante intercalante o no
intercalante) antes, durante o después de la amplificación. Puede usarse cualquiera de estos u otros procedimientos 
para detectar el TDAV en una muestra, como comprendería el experto habitual en la materia.

La(s) anterior(es) sonda(s) oligonucleotídica(s) descrita(s) puede(n) contener una marcador detectable que
proporciona una señal que puede ser monitorizada para averiguar si se ha amplificado la secuencia de ácidos 20
nucleicos objetivo. Pueden usarse muchos reactivos, sistemas y/o etiquetas detectables diferentes en los métodos 
descritos en el presente documento. Estos incluyen, por ejemplo, los sistemas TaqMan®, los sistemas de marcador 
detectable-inactivador (por ejemplo, los sistemas FRET, salicilato / ligando DTPA (véase, por ejemplo, Oser et al. 
Angew. Chem. Int. Engl. 29 (10): 1167 (1990), hibridación por desplazamiento, sondas homólogas, los ensayos 
descritos en el documento EP 070685), balizas moleculares (por ejemplo, NASBA), Scorpion, bases de ácidos25
nucleicos bloqueadas (LNA) (Singh, et al. Chem Commum 4: 455-456 (1998)), sondas de ácidos nucleicos
peptídicos (PNA) (Pellestor, et al. European J. Human Gen. 12: 694-700 (2004)), sondas Eclipse (Afonina, et al. 
Biotechniques 32: 940-949 (2002)), sondas light-up (Svanvik, et al. Anal Biochem 281: 26-35 (2001)), balizas 
moleculares (Tyagi, et al. Nat. Biotechnol. 14: 303-308 (1996)), balizas moleculares tripartitas (Nutiu, et al. Nucleic 
Acids Res. 30: e94 (2002)), QuantiProbes (www.qiagen.com), HyBeacons (French, et al. Mol. Cell. Probes 15: 363-30
374 (2001)), sondas de desplazamiento (Li, et al. Nucliec Acids Res. 30: e5 (2002)), HybProbes (Cardullo, et al. 
PNAS 85: 8790-8794 (1988)), MGB Alert (www.nanogen.com), Q-PNA (Fiandaca, et al. Genome Res. 11: 609-611 
(2001)), Plexor (www.Promega.com), cebadores LUX (Nazarenko, et al. Nucleic Acids Res. 30: e37 (2002)), 
cebadores Scorpion (Whitcombe, et al. Nat Biotechnol 17: 804-807 (1999)), cebadores AmpliFluor (Sunrise) 
(Nazarenko, et al. Nucleic Acids Res. 25: 2516-2521 (1997)), cebadores DzyNA (Todd, et al. Clin. Chem. 46: 625-35
630 (2000)), y similares. En cada uno de estos ensayos, la generación de los productos de la amplificación puede 
ser monitorizada mientras está progresando la reacción. Puede usarse un aparato para detectar la señal generada 
por el marcador detectable para la detección, la medición y la cuantificación de la señal antes, durante y/o después 
de la amplificación. El tipo de señal en particular puede dictar la elección del procedimiento de detección. Por 
ejemplo, en algunas realizaciones se usan colorantes fluorescentes para marcar las sondas y/o los productos 40
amplificados. Las sondas pueden unirse a productos amplificados monocatenarios y/o bicatenarios, y/o intercalar los 
colorantes en los productos bicatenarios amplificados, y consecuentemente, la fluorescencia resultante aumenta al 
aumentar la cantidad de producto amplificado. En algunas realizaciones, la Tm puede determinarse observando la 
disminución de la fluorescencia según se disocia el producto bicatenario amplificado y se libera el colorante 
intercalado en el mismo. La cantidad de fluorescencia puede cuantificarse usando un equipo habitual, tal como un 45
espectrofluorímetro, por ejemplo. También pueden unirse uno o más marcadores detectables y/o agentes de 
inactivación a un cebador o a una sonda. El marcador detectable puede emitir una señal cuando esté libre o unido a 
un ácido nucleico objetivo. El marcador detectable también puede emitir una señal cuando esté en las proximidades 
de otro marcador detectable. También pueden usarse marcadores detectables con moléculas inactivadoras, de tal 
forma que la señal solo sea detectable cuando no está en una proximidad lo suficientemente estrecha de la molécula 50
inactivadora. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el sistema de ensayo puede provocar que el marcador 
detectable sea liberado de la molécula inactivadora. Puede usarse uno cualquiera o más de dichos marcadores 
detectables para marcar y/o detectar los cebadores y/o las sondas usados en los métodos descritos en el presente 
documento. Como se ha mencionado anteriormente, en algunas realizaciones el marcador detectable puede estar 
unido a una sonda, que puede estar incorporada en un cebador, o puede de otro modo unirse a un ácido nucleico 55
objetivo amplificado (por ejemplo, un agente de unión a un ácido nucleico detectable, tal como un colorante
intercalante o no intercalante). En algunas realizaciones, la sonda es un oligonucleótido que hibrida con un ácido 
nucleico objetivo en 3’ con respecto al, al menos un, cebador. En algunas realizaciones, la polimerasa tiene actividad 
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de nucleasa (por ejemplo, en 5’-3’) para liberar la sonda del ácido nucleico amplificado. En algunas realizaciones, la 
liberación del ácido nucleico amplificado hace que la sonda sea detectable. En algunas realizaciones, la sonda 
puede tener un marcador detectable y una molécula inactivadora que inactiva el marcador detectable cuando está 
libre pero que no lo inactiva cuando la sonda está hibridada con el ácido nucleico amplificado. En algunas 
realizaciones, pueden usarse dos o más sondas cuando al menos una sonda tiene un marcador detectable y al 5
menos otra sonda tiene una molécula inactivadora. Cuando están en una proximidad suficientemente estrecha entre 
sí, la molécula inactivadora normalmente suprime la señal del marcador detectable en la otra sonda. En algunas 
realizaciones, pueden usarse dos o más sondas, teniendo cada una un marcador detectable diferente, sin moléculas 
inactivadoras. En dichas realizaciones, las sondas pueden hacerse detectables (por ejemplo, de novo o mostrando 
una señal diferente que cualquier sonda sola) cuando están en una proximidad lo suficientemente cercana entre sí. 10
Dichas reacciones también pueden combinarse con otras etapas de detección, tales como el análisis de la 
temperatura de fusión y similares. Cuando se usa más de un marcador detectable, cada uno debería diferir a sus 
propiedades espectrales de forma que los marcadores puedan distinguirse entre sí, o de forma que conjuntamente, 
los marcadores detectables emitan una señal que no es emitida por ninguno de los marcadores detectables por 
separado.15

Algunos ejemplos de marcadores detectables incluyen, por ejemplo, un colorante fluorescente o un fluoróforo (por 
ejemplo, un grupo químico que puede ser excitado por la luz para emitir fluorescencia o fosforescencia), "colorantes 
aceptores" capaces de inactivar la señal fluorescente de un colorante donante fluorescente, y similares. Algunos 
marcadores detectables adecuados pueden incluir, por ejemplo, fluoresceínas (por ejemplo, 5-carboxi-2,7-
diclorofluoresceína; 5-carboxifluoresceína (5-FAM); 5-HAT (hidroxitriptamina); 5-hidroxitriptamina (HAT); 6-JOE; 6-20
carboxifluoresceína (6-FAM); FITC); flúores Alexa (por ejemplo, 350, 405, 430, 488, 500, 514, 532, 546, 555, 568, 
594, 610, 633, 635, 647, 660, 680, 700, 750); fluoróforos BODIPY (por ejemplo, 492/515, 493/503, 500/510, 505/515, 
530/550, 542/563, 558/568, 564/570, 576/589, 581/591, 630/650-X, 650/665-X, 665/676, FL, FL ATP, FI-Ceramida, 
R6G SE, TMR, TMR-X conjugado, TMR-X, SE, TR, TR ATP, TR-X SE), cumarinas (por ejemplo, 7-amino-4-
metilcumarina, AMC, AMCA, AMCA-S, AMCA-X, ABQ, CPM metilcumarina, cumarina faloidina, hidroxicumarina, 25
CMFDA, metoxicumarina), calceína, calceína AM, calceína azul, colorantes de calcio (por ejemplo, crimson de 
calcio, verde de calcio, naranja de calcio, blanco de calcoflúor), colorantes de azul Cascade, amarillo Cascade; Cy™ 
(por ejemplo, 3, 3.18, 3.5, 5, 5.18, 5.5, 7), la GFP cian, un fluorosensor de AMP cíclico (FiCRhR), proteínas 
fluorescentes (por ejemplo, la proteína fluorescente verde (por ejemplo, GFP. EGFP), la proteína fluorescente azul 
(por ejemplo, BFP, EBFP, EBFP2, Azurita, mKalamal), la proteína fluorescente cian (por ejemplo, ECFP, Cerulean, 30
CyPet), la proteína fluorescente amarilla (por ejemplo, YFP, Citrina, Venus, YPet), pares de donante/aceptor de 
FRET (por ejemplo, fluoresceína/tetrametilrrodamina, lAEDANS/fluoresceína, EDANS/dabcilo, 
fluoresceína/fluoresceína, BODIPY FL/BODIPY FL, fluoresceína/QSY7 y QSY9), LysoTracker y LysoSensor (por 
ejemplo, LysoTracker Blue DND-22, LysoTracker Blue-White DPX, LysoTracker Yellow HCK-123, LysoTracker 
Green DND-26, LysoTracker Red DND-99, LysoSensor Blue DND-167, LysoSensor Green DND-189, LysoSensor 35
Green DND-153, LysoSensor Yellow/Blue DND-160, LysoSensor Yellow/Blue dextrano de PM 10.000), verde 
Oregon (por ejemplo, 488, 488-X, 500, 514); rodaminas (por ejemplo, 110, 123, B, B 200, BB, BG, B extra, 5-
carboxitetrametilrrodamina (5-TAMRA), 5 GLD, 6-carboxirrodamina 6G, Lisamina, Lisamina Rodamina B, Falicidina, 
Faloidina, Red, Rhod-2, 5-ROX (carboxi-X-rodamina), Sulforrodamina B can C, Sulforrodamina G Extra, 
Tetrametilrrodamina (TRITC), WT), rojo Texas, rojo Texas-X, VIC y otros marcadores descritos, por ejemplo, en la 40
publicación de EE.UU. nº 2009/0197254), entre otros, como conocería el experto en la materia. También pueden 
usarse otros marcadores detectables (véase, por ejemplo, la publicación de EE.UU. nº 2009/0197254), como 
conocerían los expertos en la materia. También se contempla el uso de otros procedimientos y/o reactivos en el 
presente documento, como comprendería el experto en la materia.

Las enzimas polimerasas adecuadas para llevar a la práctica los procedimientos descritos en el presente documento 45
son bien conocidas en la materia y pueden proceder de diversas fuentes. Por ejemplo, pueden obtenerse 
polimerasas termoestables a partir de diversas bacterias termófilas que están disponibles en el mercado (por 
ejemplo, en la American Type Culture Collection, Rockville, Md.) usando procedimientos que son bien conocidos por
el experto habitual en la materia (véase, por ejemplo, la Patente de EE.UU. nº 6.245.533). Las células bacterianas 
pueden cultivarse según las técnicas microbiológicas habituales, usando unos medios de cultivo y unas condiciones 50
de incubación adecuadas para el cultivo de cultivos activos de la especie en particular, que son bien conocidos por 
el experto habitual en la materia (Véase, por ejemplo, Brock, T. D. y Freeze, H., J. Bacteriol. 98 (1): 289-297 (1969); 
Oshima, T. y Imahori, K, Int. J. Syst. Bacteriol. 24 (1): 102-112 (1974)). Algunas fuentes adecuadas de polimerasas
termoestables pueden incluir las bacterias termófilas Thermus aquaticus, Thermus thermophilus, Thermococcus 
litoralis, Pirococcusfuriosus, Pirococcus woosii y otras especies del género Pirococcus, Bacillus stearothermophilus, 55
Sulfolobus ácidoocaldarius, Thermoplasma ácidoophilum, Thermus flavus, Thermus ruber, Thermus brockianus, 
Thermotoga neapolitana, Thermotoga maritime y otras especies del género Thermotoga, y Metanobacterium 
thermoautotrophicum, y mutantes de cada una de estas especies. Algunas polimerasas termoestables preferibles 
pueden incluir, pero no se limitan a, la polimerasa Taq de ADN, la polimerasa Tne de ADN, la polimerasa Tma de 
ADN, o mutantes, derivados o fragmentos de las mismas.60

Algunas fuentes de ácidos nucleicos (por ejemplo, de ácidos nucleicos objetivo) de las composiciones, los 
procedimientos y/o los kits incluyen, pero no se limitan a, muestras biológicas (por ejemplo, de mamífero, que no son 
de mamífero) descritas en el presente documento. Por ejemplo, un tejido de mamífero, la sangre, las células 
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cultivadas y/u otras muestras de cultivo (por ejemplo, que contienen virus) también pueden ser fuentes adecuadas 
de los ácidos nucleicos de molde. Además, virus, bacteriófagos, bacterias, hongos y otros microorganismos pueden
ser la fuente del ácido nucleico para su análisis. El ADN puede ser genómico o puede estar clonado en plásmidos, 
bacteriófagos, cromosomas bacterianos artificiales (BAC), cromosomas de levadura artificiales (YAC) u otros 
vectores. El ARN puede aislarse directamente a partir de las células pertinentes o puede ser producido mediante un 5
cebado in vitro a partir de un promotor de ARN adecuado o mediante una transcripción in vitro. También pueden ser 
adecuadas otras fuentes, como comprendería el experto habitual en la materia.

Las moléculas de ácidos nucleicos correspondientes a y/o derivadas del y/o que codifican el TDAV y/o un antígeno 
(o un inmunógeno) del mismo también pueden estar contenidas en un vector (por ejemplo, un vector recombinante) 
tal como uno o más de vectores no víricos y/o víricos. Dicho vector puede ser utilizado para la administración de 10
dichas moléculas de ácidos nucleicos (por ejemplo, a una célula in vitro o in vivo). Cuando dichos vectores se usan 
para inducir y/o para potenciar una respuesta inmunitaria, el vector también puede codificar otras proteínas (por 
ejemplo, moléculas coestimulantes, citocinas o quimiocinas) y/o combinarse con otros factores (por ejemplo, 
citocinas exógenas) (Xiang et al., Immunity, 2: 129-135, 1995; Kim et al., Eur. J. Immunol., 28: 1089-1103, 1998; 
Iwasaki et al., J. Immunol. 158: 4591-3601,1997; Sheerlinck et al., Vaccine, 19: 2647-2656, 2001). También pueden 15
utilizarse otras estrategias para mejorar la eficacia de dichos sistemas de administración, que incluyen, por ejemplo, 
el uso de replicones víricos autorreplicantes (Caley et al., Vaccine, 17: 3124-2135, 1999; Dubensky et al., Mol. Med. 
6: 723-732, 2000; Leitner et al., Cancer Res. 60: 51-55, 2000), optimización de codones (Liu et al., Mol. Ther., 1:
497-500, 2000; Dubensky, supra; Huang, et al., J. Virol. 75: 4947-4951,2001), electroporación in vivo (Widera et al., 
J. Immunol. 164: 4635-3640, 2000), incorporación de motivos estimulantes tales como CpG (Gurunathan, supra;20
Leitner, supra), secuencias para el direccionamiento a las rutas endocíticas o de procesado de la ubiquitina 
(Thomson et al., J. Virol. 72: 2246-2252, 1998; Velders et al., J. Immunol. 166: 5366-5373, 2001), regímenes de 
sensibilización y refuerzo (Gurunathan supra; Sullivan et al., Nature 408: 605-609, 2000; Hanke et al., Vaccine, 16:
439-445, 1998; Amara et al., Science 292: 69-74, 2001), sitios de escisión sensibles al proteasoma y el uso de una 
administración en las mucosas. Algunos vectores "no víricos" pueden incluir, por ejemplo, vectores de plásmidos25
(por ejemplo, compatibles con células hospedadoras bacterianas, de insecto y/o de mamífero). Algunos ejemplos de 
vectores pueden incluir, por ejemplo, PCR-ii, PCR3 y pADNc3.1 (Invitrogen, San Diego, CA), pBSii (Stratagene La 
Jolla, CA), pet15 (Novagen, Madison, WI), pGEX (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), pEGFp- n2 (Clontech, Palo 
Alto, CA), pET1 (Bluebacii, Invitrogen), pDSR-alfa (publicación PCT nº WO 90/14363) y pFASTBACdual (Gibco-BRL, 
Grand island, NY) así como derivados del plásmido Bluescript® (un elevado número de copias del fagémido basado 30
en COLel, Stratagene Cloning Systems La Jolla, CA), plásmidos de clonación de PCR diseñados para la clonación 
de los productos de la PCR amplificados mediante la TAQ (por ejemplo, el kit de clonación TOPO™ TA®, derivados 
del plásmido PCR2.1®, Invitrogen, Carlsbad, CA). También pueden usarse vectores bacterianos, que incluyen, por 
ejemplo, Shigella, Salmonella (por ejemplo, por una administración a las mucosas), Vibrio cholerae Lactobacillus, 
Bacille Calmette Guerin (BCG) y Streptococcus (véase, por ejemplo, el documento WO 88/6626; el documento WO 35
90/0594; el documento WO 91/13157; el documento WO 92/1796; y el documento WO 92/21376). Los vectores 
pueden construirse usando las técnicas recombinantes habituales ampliamente disponibles para el experto en la 
materia. En la materia se conocen y pueden usarse otros muchos vectores de expresión y sistemas de plásmidos no 
víricos. Varios sectores víricos que han sido utilizados con éxito para la introducción de un ácido nucleico en un 
hospedador incluyen retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados (AAV), virus herpes y poxvirus, entre otros. Los 40
vectores víricos pueden construirse usando las técnicas recombinantes habituales ampliamente disponibles para el 
experto en la materia.

También pueden ser suficientes otras técnicas de administración, que incluyen, por ejemplo, complejos de ADN-
ligando, complejos de adenovirus-ligando-ADN, inyección directa de ADN, precipitación con CaPO4, técnicas de 
cañón de genes, electroporación y sistemas de dispersión coloidales. Algunos sistemas de dispersión coloidales 45
incluyen complejos macromoleculares, nanocápsulas, microesferas y sistemas basados en lípidos que incluyen 
emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. El sistema coloidal preferido es un liposoma, 
que son vesículas artificiales con membrana útiles como vehículos de administración in vitro e in vivo. Pueden 
encapsularse ARN, ADN y viriones intactos en el interior acuoso y ser administrados a las células en una forma 
biológicamente activa (Fraley, R. et al. Trends Biochem. Sci., 6: 77, 1981). La composición del liposoma es 50
habitualmente una combinación de fosfolípidos, particularmente fosfolípidos con una elevada temperatura de 
transición de fase, habitualmente junto con esteroides, especialmente colesterol. También pueden usarse otros
fosfolípidos u otros lípidos. Las características físicas de los liposomas dependen del pH, la fuerza iónica y la 
presencia de cationes divalentes. Algunos ejemplos de lípidos útiles en liposomas incluyen, por ejemplo, 
compuestos de fosfatidilo, tales como fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, 55
esfingolípidos, cerebrósidos y gangliósidos. Particularmente útiles son los diacilfosfatidilgliceroles, en los que la 
fracción lipídica contiene entre 14-18 átomos de carbono, particularmente entre 16-18 átomos de carbono, y está 
saturada. Algunos fosfolípidos ilustrativos incluyen fosfatidilcolina de huevo, dipalmitoilfosfatidilcolina y 
diestearoilfosfatidilcolina.

Como comprenderían los expertos habituales en la materia, los procedimientos para la preparación y el uso de 60
dichos vectores no víricos, vectores víricos y variaciones de los mismos, están disponibles en la materia. Por 
ejemplo, pueden encontrarse algunas técnicas útiles en referencias de biología molecular habituales tales como 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989), Gene 
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Expression Technology (Methods in Enzymology, Vol. 185, editado por D. Goeddel, 1991. Academic Press, San 
Diego, CA) y PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Innis et al., 1990. Academic Press, San Diego, 
CA), por ejemplo.

Los polipéptidos del TDAV descritos en el presente documento pueden ser los mismos o similares a los específicos 
del TDAV (por ejemplo, la SEQ ID NO.: 3), y pueden contener y/o estar modificados para que contengan 5
sustituciones que pueden considerarse, por ejemplo, conservativas o no conservativas. Una sustitución conservativa 
puede ser, por ejemplo, la sustitución de un tipo de resto de aminoácido por un tipo de resto de un aminoácido 
similar. Una sustitución no conservativa puede ser, por ejemplo, la sustitución de un tipo de resto de aminoácido por 
un tipo de resto de un aminoácido diferente. Los aminoácidos pueden ser similares entre sí, por ejemplo, si se basan 
en el tamaño, la hidrofobicidad, la polaridad, la alifaticidad (o no), la aromaticidad (o la ausencia de la misma), la 10
carga (positiva o negativa) u otros atributos. Algunos ejemplos no limitantes y preferidos de sustituciones se 
muestran en la Tabla 1: 

Tabla 1. Sustituciones de aminoácidos 

Restos originales Ejemplos de sustituciones Sustituciones preferidas

Ala Val, Leu, He Val

Arg Lys, Gln, Asn, His Lys

Asn Gln Gln

Asp Glu Glu

Cys Ser, Ala Ser

Gln Asn Asn

Glu Asp Asp

Gly Pro, Ala Ala

His Asn, Gln, Lys, Arg Arg

He Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleucina Leu

Leu Norleucina, Ile, Val, Met, Ala, Phe He

Lys Arg, 1,4 Ácido diaminobutírico, Gln, Asn Arg

Met Leu, Phe, Ile Leu

Phe Leu, Val, Ile, Ala, Tyr Leu

Pro Ala Gly

Ser Thr, Ala, Cys Thr

Thr Ser Ser

Trp Tyr, Phe Tyr

Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe

Val Ile, Met, Leu, Phe, Ala, Norleucina Leu

También se desvela una célula cultivada que comprende moléculas de ácidos nucleicos correspondientes al y/o 15
derivadas del y/o que codifican el TDAV y/o un antígeno (o un inmunógeno) del mismo. La célula cultivada puede ser 
transfectada y/o infectada por un vector o por la descendencia del mismo, de forma que puede expresar un 
polipéptido (por ejemplo, un antígeno). Las líneas celulares adecuadas son conocidas por los expertos en la materia 
y están disponibles en el mercado, por ejemplo, a través de colecciones de cultivo celular establecidas. Dichas 
células pueden usarse después para la producción de partículas víricas, de polipéptidos, de reactivos para la 20
detección y/o el aislamiento del TDAV, o para otros usos. Un ejemplo de procedimiento puede comprender el cultivo 
de una célula que comprende la molécula de ácido nucleico (por ejemplo, opcionalmente bajo el control de una 
secuencia de expresión) en unas condiciones que permitan la producción de partículas víricas o la expresión de un 
polipéptido. La partícula vírica, el polipéptido y/u otro reactivo puede aislarse después a partir de la célula o del 
medio de cultivo celular usando técnicas convencionales.25

También se desvelan preparaciones y/o composiciones que comprenden ácidos nucleicos del TDAV (por ejemplo, 
contenidos en un vector), polipéptidos y/o péptidos correspondientes al mismo. Por ejemplo, una preparación o una 
composición puede comprender, por ejemplo, un ácido nucleico, un polipéptido y/o un péptido del TDAV en forma de 
una preparación o una composición parcialmente purificada (por ejemplo, con una pureza de aproximadamente 
cualquiera del 50 %, el 60 %, el 75 %, el 90 %, el 95 % (por ejemplo, p/p)) o purificada (por ejemplo, de 30
aproximadamente el 98-100 % (p/p)). Normalmente, dichas preparaciones incluyen un tampón tal como solución 
salina tamponada con fosfato o con tris (PBS o TBS, respectivamente). Las preparaciones también pueden 
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formularse para que contengan excipientes, como estabilizantes, por ejemplo.

En algunas realizaciones se proporcionan procedimientos para la detección de las células que comprenden 
partículas víricas del TDAV y/o antígenos del mismo usando los oligonucleótidos o los cebadores de la invención. En 
ciertas realizaciones, las células que expresan el (los) antígeno(s) del TDAV en la superficie de la célula de un 
animal (por ejemplo, un caballo) pueden ser detectadas poniendo en contacto una muestra biológica de prueba con 5
un oligonucleótido y detectando el mismo unido a las células (por ejemplo, usando una citometría de flujo). En 
ciertas realizaciones, el procedimiento puede comprender la comparación entre la cantidad de unión de la muestra 
biológica de prueba o los componentes de la misma y la cantidad de unión de una muestra biológica de control o los 
componentes de la misma, en la que un aumento en la unión a la muestra biológica de prueba o los componentes de 
la misma con respecto a la muestra biológica de control o los componentes de la misma, indica la presencia de una 10
célula de linfoma en la muestra biológica de prueba. En algunas realizaciones, la muestra biológica es sangre 
equina. Dichos procedimientos también se proporcionan en un formato in vivo y/o in vitro.

Para ayudar al artesano experto en el uso de los ácidos nucleicos descritos en el presente documento, los mismos 
pueden proporcionarse en un formato de kit. En el presente documento también se proporciona un kit que incluye 
dichos ácidos nucleicos y opcionalmente otros componentes necesarios para el uso de los mismos para la detección 15
del TDAV en una muestra biológica (por ejemplo, una célula o un fluido). Los ácidos nucleicos del kit pueden 
proporcionarse en cualquier forma adecuada, incluyendo congelados, liofilizados o en un tampón farmacéuticamente 
aceptable tal como TBS o PBS.

Como se ha descrito anteriormente, esta divulgación se refiere a la SEQ ID NO.: 1, 2 o 3. Esta divulgación se refiere, 
por ejemplo, a una secuencia de ácidos nucleicos aislada que comprende la SEQ ID NO.: 1 o 2; una secuencia de 20
ácidos nucleicos aislada que tiene una identidad de al menos el 90 % con la SEQ ID NO.: 1 o 2 una secuencia de 
ácidos nucleicos aislada que codifica la SEQ ID NO.: 3; una secuencia de ácidos nucleicos aislada que codifica un 
polipéptido que tiene una identidad de al menos el 90 % con la SEQ ID NO.: 3; un polipéptido que comprende la 
SEQ ID NO.: 3; un polipéptido que tiene una identidad o similitud de al menos el 90 % con la SEQ ID NO.: 3; un
oligonucleótido que tiene una secuencia de ácidos nucleicos hibridable en unas condiciones alta o moderadamente 25
rigurosas con la SEQ ID NO.: 1 o 2; un oligonucleótido seleccionado entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO.: 
1, la SEQ ID NO.: 2, la SEQ ID NO.: 3, la SEQ ID NO.: 4, la SEQ ID NO.: 5, la SEQ ID NO.: 6, la SEQ ID NO.: 7, la 
SEQ ID NO.: 8, la SEQ ID NO.: 9, la SEQ ID NO.: 10, la SEQ ID NO.: 11, la SEQ ID NO.: 12, la SEQ ID NO.: 13, la 
SEQ ID NO.: 14, la SEQ ID NO.: 15, la SEQ ID NO.: 16, la SEQ ID NO.: 17, la SEQ ID NO.: 18 y la SEQ ID NO.: 19; 
dos o más oligonucleótidos para la amplificación de una secuencia de ácidos nucleicos de un virus (por ejemplo, el 30
TDAV), comprendiendo cada oligonucleótido una secuencia de ácidos nucleicos correspondiente a al menos una 
porción de al menos 20 o más nucleótidos consecutivos de la SEQ ID NO.: 1 o 2, complementaria de una porción de 
al menos 20 o más nucleótidos consecutivos de la SEQ ID NO.: 1 o 2, o complementaria de una secuencia de 
ácidos nucleicos que codifica una porción de al menos 20 o más aminoácidos consecutivos de la SEQ ID NO.: 3, 
que comprende opcionalmente uno o más marcadores detectables; un par de cebadores seleccionado entre el grupo 35
que consiste en las SEQ ID NOS.: 4 y 5; las SEQ ID NOS.: 6 y 7; las SEQ ID NOS.: 8 y 9; las SEQ ID NOS.: 10 y 11; 
las SEQ ID NOS.: 12 y 13; las SEQ ID NOS.: 14 y 15; las SEQ ID NOS.: 16 y 17; y las SEQ ID NOS.: 18 y 19, que 
opcionalmente comprende uno o más marcadores detectables; procedimientos para la detección y/o la identificación 
y/o la cuantificación de un virus (por ejemplo, el TDAV) en una muestra (por ejemplo, en una muestra biológica tal 
como suero), que comprende la amplificación a partir de la muestra de un ácido nucleico correspondiente al TDAV; 40
un kit para la detección de un ácido nucleico de un virus en una muestra, comprendiendo el kit un oligonucleótido, 
oligonucleótidos y/o un par de cebadores para la detección y/o la identificación y/o la cuantificación del TDAV, 
comprendiendo opcionalmente adicionalmente el kit un soporte sólido y/o uno o más reactivos de amplificación; un
procedimiento de producción de una molécula de ácido nucleico, de un péptido y/o de un polipéptido 
correspondiente al TDAV, comprendiendo el procedimiento la transfección de una célula hospedadora con un vector 45
de expresión que codifica el péptido o el polipéptido, el cultivo de la célula hospedadora de forma que se exprese la 
molécula del ácido nucleico, el péptido y/o el polipéptido, y el aislamiento del péptido o del polipéptido. Esta 
divulgación también proporciona otras realizaciones, como reconocería el experto habitual en la materia.

Cualquier indicación de que una característica es opcional pretende proporcionar un apoyo adecuado a las 
reivindicaciones que incluyen un lenguaje cerrado o exclusivo o negativo con referencia a la característica opcional. 50
El lenguaje exclusivo excluye específicamente la característica indicada en particular para que no incluya ningún 
asunto en cuestión adicional. Por ejemplo, si se indica que A puede ser el fármaco X, dicho lenguaje pretende 
proporcionar apoyo para una reivindicación que especifica explícitamente que A consiste únicamente en X, o que A 
no incluye ningún otro fármaco aparte de X. Un lenguaje "negativo" excluye explícitamente la propia característica 
opcional del ámbito de las reivindicaciones. Por ejemplo, si se indica que el elemento A puede incluir X, dicho 55
lenguaje pretende proporcionar apoyo a una reivindicación que explícitamente especifica que A no incluye X. 
Algunos ejemplos no limitantes de términos exclusivos o negativos incluyen "solo”, "únicamente”, "que consiste en”,
"que consiste esencialmente en", "solo”, "sin", "en ausencia de (por ejemplo, otros elementos del mismo tipo, 
estructura y/o función)" "excluyendo”, "no incluyendo", "no", "no puede”, o cualquier combinación y/o variación de 
dicho lenguaje.60

En los siguientes ejemplos se describen adicionalmente algunas realizaciones. Estas realizaciones se proporcionan 
únicamente como ejemplos y no pretenden limitar el ámbito de las reivindicaciones en modo alguno.
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Ejemplos

A continuación se describen los procedimientos utilizados para el aislamiento del genoma de un nuevo virus 
denominado "virus asociado a la enfermedad de Theiler" (TDAV). El genoma se presenta como la SEQ ID NO: 1; la 
secuencia de aminoácidos codificante se presenta como la SEQ ID NO.: 2; y la secuencia de aminoácidos se 
presenta como la SEQ ID NO.: 3.5

A. MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS 

1. Extracción del ARN 

Los sueros recogidos de los caballos se almacenaron a -80 ºC. El ARN se extrajo a partir de alícuotas de 300 μl de 
los sueros almacenados usando el reactivo TRIzol LS (Life Technologies) como tal, según el protocolo del 
fabricante. En resumen, se añadieron 900 μl de TRIzol LS a 300 μl de los sueros; el tubo se agitó a mano; la 10
muestra homogeneizada se incubó durante 5 minutos (min) a la temperatura ambiente; se añadieron 0,24 ml de 
cloroformo y se agitaron vigorosamente; la muestra se centrifugó a 12.000 x g durante 15 min a 4 ºC; se conservó la 
parte superior de la fase acuosa; se añadieron 15 μg de GlycoBlue (Life Technologies); se añadieron 600 μl de 2-
propanol; la muestra se incubó a la temperatura ambiente durante 10 min; la muestra se centrifugó a 12.000 x g 
durante 10 min a 4 ºC; el sobrenadante se desechó; el sedimento de ARN se lavó con etanol al 75 %; el sedimento 15
se secó y el ARN se disolvió en 20 μl de agua. Las muestras de ARN extraídas se sometieron a un tratamiento con 
Turbo DNA-free (Life Technologies) como tal, según el protocolo del fabricante con una modificación (incluye 
inhibidor de la RNasa). En resumen, se añadió una mezcla 2,9 μl de tampón Turbo DNase, 5 μl de H20 y 0,25 μl de 
inhibidor de la RNasa (Life Technologies) a una muestra de 20 μl de ARN; se añadió 1 μl de Turbo DNase; la 
muestra se incubó a 37 ºC durante 20 min; se añadieron 3 μl de reactivo de inactivación de DNasa; la muestra se 20
incubó a la temperatura ambiente durante 5 min; la muestra se centrifugó a 10.000 x g durante 1,5 min a la 
temperatura ambiente; se conservaron 21,5 μl del sobrenadante para un análisis adicional.

2. Preparación y secuenciación de la genoteca 

En resumen, se usaron 4 μl de ARN tratado con DNasa como molde para la transcripción inversa en las siguientes 
condiciones: se mezcló cebador 3Sol_N (concentración final, 8 uM) con ARN y se desnaturalizó a 65 ºC durante 5 25
min antes de su incubación en hielo durante 5 min. Se añadieron los reactivos transcriptasa inversa Superscript III 
(10 U/ul) (Life Technologies), tampón Superscript III (1x), MgCl2 (5 mM), DTT (10 mM), dNTP (500 μM) y RNaseOUT 
(0,4 U/μl), y la muestra se incubó a 42 ºC durante 60 min seguido de 94 ºC durante 4 min. Para la síntesis de la 
segunda hebra se añadieron 5 μl de una mezcla de tampón Sequenase (0,33x) y Sequenase 2.0 (0,13 U/μl). La 
temperatura de la reacción se aumentó desde 4 ºC hasta 37 ºC durante 8 min, después se mantuvo a 37 ºC durante 30
8 min. En una etapa inicial de la PCR, se amplificaron 5 μl de este ADNc con polimerasa de ADN Klentaq LA (0,1
U/μl) (Sigma) en tampón Klentaq (1x), dNTP (200 μM) y cebador 3_Sol (2 mM), y se llevó a cabo la PCR en las 
siguientes condiciones de ciclación: a 94 ºC durante 3 min, 25 ciclos [a 94 ºC durante 30 segundos (s), a 40 ºC 
durante 1 min, a 68 ºC durante 1 min], a 68 ºC durante 7 min. Una PCR final con 4 cebadores usó 10 ng de la 
reacción inicial de PCR como molde con tampón Klentaq (1x), dNTP (200 μM), cebador SolM1 (10 nM), 35
SolM2_barcode (10 nM), dos oligos elaborados con la modificación CleanAmp Precision™ (TriLink 
BioTechnologies), 5SolM1_18** (200 nM), 5SolM2_19** (200 nM) y polimerasa de ADN Klentaq LA (0,1 U/μl). Se 
usaron las siguientes condiciones de ciclación para esta etapa de la PCR: a 94 ºC durante 1 min, después dos ciclos 
[a 94 ºC durante 30 s, a 40 ºC durante 30 s, a 68 ºC durante 1 min], a 94 ºC durante 10 min, siete ciclos [a 94 ºC 
durante 30 s, a 58 ºC durante 30 s, a 68 ºC durante 1 min] y a 72 ºC durante 5 min. Las genotecas de secuenciación 40
resultantes se purificaron usando DNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research) según el protocolo del fabricante y 
eluyendo con 20 μl de H2O. Se seleccionaron por tamaño diez microlitros de las genotecas purificadas (de 423 pb +/-
7 %) usando LabChip XT (kit de ensayo DNA 750, Caliper/Perkin Elmer) y se purificaron adicionalmente mediante 
una columna Zymo. Las concentraciones individuales de las genotecas se determinaron mediante una qPCR usando 
una genoteca de control PhiX (Illumina) con los cebadores 1.1 y 2.1 y Fast SYBR Green Master Mix (Life 45
Technologies), según el protocolo del fabricante. Después las genotecas se agruparon en concentraciones 
equimolares y se volvieron a cuantificar antes de la secuenciación. Se llevó a cabo una secuenciación de extremos 
apareados (100 ciclos para cada extremo apareado) en el HiSeq2000 (Illumina) con los reactivos de generación 
agregados v3 y los reactivos SBS, según las instrucciones del fabricante.

3. Secuenciación con Illumina 50

Se llevó a cabo una secuenciación de extremos apareados (100 ciclos para cada extremo apareado) mediante la 
generación en primer lugar de agregados en una celda de flujo (FC) del cBot según se describe en la "Guía del 
usuario del cBot" (Parte #: 15006165 Rev. G, Illumina); la FC agregada se sometió a una secuenciación de extremos 
apareados en el HiSeq200 según se describe en la "Guía del usuario del HiSeq 2000" (Parte #: 15011190 Rev. K, 
Illumina).55

4. Análisis de la secuenciación 

Los datos de la secuencia inicial FASTQ fueron categorizados mediante el índice de secuenciación para cada una 
de las tres muestras. Se eliminaron los pares de lectura de secuencia para los que una de las lecturas tenía 10 o 
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más bases no solicitadas (Ns). Las lecturas de baja complejidad se identificaron mediante el análisis del tamaño de 
la cadena de secuencia Lempel-Ziv-Welch comprimida después de eliminar las Ns de la cadena para evitar 
aumentos artificiales en la complejidad. Los pares de lectura de secuencia para los que una de las lecturas tenía un 
tamaño comprimido por debajo de 37 se eliminaron. Las restantes lecturas de secuencia fueron alineadas con el 
genoma de caballo (EquCab2.0, GCF 000002305.2) (33) mediante un BLAST de nucleótidos (blastn) con el tamaño 5
de palabra y el valor E por defecto (11 y 10, respectivamente). Los pares de lectura de secuencia para los que una 
de las lecturas tenía al menos 80/100 nucleótidos (80 % de la identidad de lectura total) que se cartografiaban de 
forma idéntica al genoma del caballo se consideraron derivados del hospedador y se eliminaron del análisis 
secuencia abajo. Las lecturas de secuenciación restantes se alinearon mediante blastn como BLAST traducido 
(blastx) con todos los genomas víricos y secuencias de proteínas de RefSeq (marzo de 2012), respectivamente, con 10
el tamaño de palabra (11 para blastn, 3 para blastx) y el valor E (10 tanto para blastn como para blastx) por defecto. 
Las secuencias que se emparejaban con la base de datos vírica se aislaron y se consideraron candidatas. Para 
confirmar el origen vírico en un contexto no sesgado, se alinearon las secuencias víricas candidatas con la base de 
datos de nucleótidos no redundante (NT; abril de 2012) mediante blastn usando los parámetros por defecto. Las 
lecturas víricas candidatas que no tenían una alineación con los NT se alinearon con la base de datos de proteínas 15
no redundante (NR; abril de 2012) mediante blastx usando los parámetros por defecto. Las lecturas víricas 
candidatas cuyas alineaciones de mayor puntuación se cartografiaban únicamente con los genomas víricos se 
consideraron de origen vírico.

5. Ensamblaje del genoma 

Todas las lecturas que se cartografiaban con la familia Flaviviridae de cada una de las tres muestras fueron 20
consolidadas en archivos FASTA que representan el punto de partida para los ensamblajes del genoma. Estas 
lecturas se usaron como siembra para el ensamblaje metatranscriptómico dirigido usando una versión alfa (v0.16.2) 
del programa informático ensamblador Paired-Read Iterative Contig Extension (PRICE) 
(http://derisilab.ucsf.edu/software/price/index.html). El PRICE usa la información de los extremos apareados para 
generar ensamblajes locales que extienden los cóntigos existentes; en este caso, los cóntigos iniciales eran lecturas 25
con unos emparejamientos de blastx con la familia Flaviviridae, y los cóntigos fueron extendidos repetidamente a lo 
largo de tantos ciclos como fuera posible. En algunos casos, si se detenía un ensamblaje, los datos de la secuencia 
no filtrados eran cartografiados con el ensamblaje existente, y las lecturas con un elevado porcentaje de identidad 
eran desechadas en un esfuerzo por recoger siembras de una calidad más alta para un ensamblaje adicional.

6. Análisis filogenético 30

Todas las secuencias de poliproteínas de Flaviviridae de la RefSeq, además de las secuencias de poliproteínas de 
los recientemente descubiertos hepacivirus no primates (NPHV) (Fig. 4 A-N; Tabla 2), fueron alineadas con la 
secuencia de poliproteínas del TDAV usando MUSCLE. La alineación de secuencia múltiple fue importada en 
MEGA5, y se construyó un árbol filogenético de Neighbor-Joining con 100 réplicas de muestreo con reposición y se 
consideró un árbol de radiación (Fig. 3). 35

Tabla 2. GIs de las secuencias de Flaviviridae referenciadas

Nombre del virus GI Marcador Nombre del virus GI Marcador

Flavivirus Aedes 254688377 37 Virus Kamiti River 33620714 38

Virus Alkhurma 24432114 30 Virus Karshi 62326810 28

Virus Apoi 20178607 27 Virus Kedougou 226377836 13

Virus Bagaza 226377838 7 Virus Kokobera 126010839 11

Virus de la enfermedad de Border 20198946 41 Virus Langat 20260782 31

Virus de la diarrea vírica bovina 1 9626650 45 Virus Louping ill 9629457 33

Virus de la diarrea vírica bovina 2 9629507 46 Virus Modoc 20177456 26

Virus de la diarrea vírica bovina 3 240114605 44
Virus de la 
leucoencefalitis de 
Montana myotis 

22550316 24

Virus Bussuquara 126010843 10
Virus de la encefalitis de 
Murray Valley 

9633623 2

Hepacivirus canino 330722930 64 Nphv#1 (afj20709.1 ) 386686662 60

Agente vírico de fusión celular 9627243 39 Nphv #2 (afj20708.1) 386686660 61

Virus de la fiebre porcina clásica 12657942 42 Nphv #3 (afj20707.1) 386686657 58

Flavivirus Culex 166159178 35 Nphv #4 (afj20706.1) 386686655 62

Virus del Dengue 1 9626686 17 Nphv #5 (afj20705.1) 386686653 63

Virus del Dengue 2 159024209 15 Nphv #6 (afj20704.1) 386686651 59
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(continuación)

Nombre del virus GI Marcador Nombre del virus GI Marcador

Virus del Dengue 3 163644369 16 Nphv #7 (afj20703.1) 386686649 65

Virus del Dengue 4 12084823 14
Virus de la fiebre 
hemorrágica Omsk 

33589254 32

Virus Donggang 380877199 18 Pestivirus de jirafa 1 20178633 43

Flavivirus Duck TA 379764914 9 Virus Powassan 20260780 29

virus Entebbe bat 119952255 20 Virus Quang Binh 229904920 36

Virus asociado a la enfermedad 
de Theiler

[TBD] 47 Virus de Rio Bravo 20178609 25

Virus GB A 9629719 49 Virus Sepik 119952253 23

Virus GB B 9628102 51
Virus de la encefalitis de 
san Luis 

123205972 5

Virus GB C 9628706 50 Virus Tamana bat 21397175 40

Virus GB D 300431402 48 Virus Tembusu 340034687 8

Virus de la Hepatitis C gt1 22129793 53
Virus de la encefalitis 
transmitida por 
garrapatas 

9628432 34

Virus de la Hepatitis C gt2 157781213 57 Virus Usutu 56692442 1

Virus de la Hepatitis C gt3 157781217 56 Virus Wesselsbron 238801615 22

Virus de la Hepatitis C gt4 157781209 54 Virus del Nilo occidental 158516888 4

Virus de la Hepatitis C gt5 157781211 55 Virus de la fiebre amarilla 9627245 21

Virus de la Hepatitis C gt6 157781215 52 Virus Yokose 33112011 19

Virus Ilheus 126010841 6 Virus Zika 226377834 12

Virus de la encefalitis japonesa 9626461 3

7. Recuperación física y validación de la secuencia del TDAV 

El ensamblaje del genoma del TDAV fue validado mediante la recuperación y la secuenciación de diez amplicones 
solapantes de la RT-PCR que abarcan las posiciones 57-10127 (véase a continuación). La recuperación con éxito 5
de cada amplicón requirió la optimización de las condiciones de la RT y de la PCR. Se usaron dos metodologías de 
transcripción inversa (RT) diferentes junto con 4 condiciones diferentes de la PCR para recuperar los 10 clones 
solapantes del TDAV mostrados en la Fig. 2D. Los amplicones para cada par de cebadores se clonaron en el vector 
TOPO T/A pCR4.0 (Life Technologies) y se secuenciaron las hebras directa e inversa de al menos tres clones 
independientes (Elim Biopharma). A continuación se describió un resumen de las coordenadas del TDAV para cada 10
uno de los 10 amplicones, sus correspondientes condiciones de transcripción inversa, las condiciones de la PCR y 
los pares de cebadores de la PCR que produjeron los productos específicos. Para la transcripción inversa se usó el 
sistema de síntesis SuperScript III First-Stry (Life Technologies) según el protocolo del fabricante para hexámeros 
aleatorios (condición de la RT 1) o cebadores específicos de gen (condición de la RT 2) con un grupo de los 
siguientes cebadores: EVT-151, -155, -157, -163, -171, - 175, -177, -183, -187 y -189 (Tabla 3). Para las condiciones 15
de las PCR 1-3, se ciclaron una mezcla de reacción de PCR de polimerasa Klentaq LA (molde de ADNc, cebadores 
de PCR 200 nM, dNTP 200 μM, 0,1 U/μl de polimerasa de ADN Klentaq LA (Sigma-Aldrich) en 1X de tampón 
Klentaq) en las siguientes 3 condiciones diferentes: (1) a 94 ºC durante 60 s, 32 ciclos de 94 ºC durante 30 s, a 
55 ºC durante 30 s, a 68 ºC durante 1 min 45 s, seguido de 68 ºC durante 7 min; (2) a 94 ºC durante 60 s, 32 ciclos 
de 94 ºC durante 30 s, a 59,5 ºC durante 30 s, a 68 ºC durante 1 min 45 s, seguido de 68 ºC durante 7 min; o (3) a 20
94 ºC durante 60 s, después 1 ciclo de 94 ºC durante 30 s, a 65 ºC durante 30 s, y a 68 ºC durante 1 min 45 s, 
seguido de 9 ciclos adicionales con una disminución de 1 ºC en la temperatura de hibridación, después 25 ciclos de 
94 ºC durante 30 s, a 55 ºC durante 30 s, a 68 ºC durante 1 min 45 s, después a 68 ºC durante 7 min. Para la 
condición de la PCR 4, se ciclaron una mezcla de reacción de PCR de polimerasa de ADN Phusion (molde de 
ADNc, cebadores de la PCR 500 nM, dNTP 200 uM y 0,1 U/ul de polimerasa de ADN Phusion (New England 25
Biolabs) en 1X de tampón Phusion HF complementado con DMSO al 3 %) en las siguientes condiciones: a 94 ºC 
durante 60 s, después 1 ciclo de 94 ºC durante 30 s, a 65 ºC durante 30 s, y a 68 ºC durante 1 min 45 s, seguido de 
9 ciclos adicionales con una disminución de 1 ºC en la temperatura de hibridación, después 25 ciclos de 94 ºC 
durante 30 s, a 55 ºC durante 30 s, 68 ºC durante 1 min 45 s, seguido de 68 ºC durante 7 min (Tabla 4). Finalmente, 
una de las dos condiciones de RT y una de las cuatro condiciones de PCR produjo un amplicón específico para cada 30
par de cebadores que fue TOPO-clonado según el protocolo del fabricante (Life Technologies, San Diego, CA). Se 
secuenciaron al menos tres insertos clonados TOPO independientes por parte Elim Biopharma (Hayward, CA).
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Tabla 4. Condiciones de la RT-PCR para la recuperación física de la secuencia del TDAV 

Coordenadas del amplicón del TDAV Condición de la RT * Condición de la PCR * Cebadores de la PCR 

1-336
RACE en 5’ (véase a 

continuación)
RACE en 5’ (véase a 

continuación)
Adaptador de la RACE en 5’, 

EVT147

57-1518 2 1 EVT-144, -153

1115-2309 1 1 EVT-152, -159

2144-3557 2 1 EVT-158, -161

3100-4304 1 1 EVT-160, -167

4128-4808 2 4 EVT-166, -165

4324-5822 2 3 EVT-164, -169

5607-6966 1 2 EVT-170, -173

6555-8000 1 2 EVT-172, -179

7834-8645 2 2 EVT-178, -181

8245-10127 1 2 EVT-180, -187

* Véase Materiales y procedimientos para la descripción detallada de las condiciones recogidas. 
 Véase la Tabla 3 para las secuencias de los cebadores de la PCR.

Se recuperó la secuencia más 5’ del TDAV mediante la realización de una amplificación rápida de los extremos del 
ADNc en 5’ (5’-RACE) según el protocolo del fabricante (Life Technologies. En resumen, se usaron 2 μl del ARN de 
dos sujetos (el Caballo A1 y el Caballo A2) y la antitoxina 2 como aporte en la etapa inicial de la RT. La transcripción 5
inversa se cebó con EVT-145 (Tabla 3). Los ADNc purificados se sometieron a una reacción de prolongación con 
dCTP. El ADNc con la prolongación de dCTP se usó como molde para la PCR con EVT-147 (Tabla 3) y el cebador 
proporcionado por el fabricante Abridged Anchor. La PCR se llevó a cabo según el protocolo del fabricante para la 
polimerasa Taq (New England BioLabs) con las siguientes condiciones de ciclado: a 94 ºC durante 2 min, después 
32 ciclos de 94 ºC durante 30 s, a 55 ºC durante 30 s, a 72 ºC durante 1 min, seguido de 72 ºC durante 7 min. Los 10
productos de la PCR se purificaron y se concentraron mediante una purificación en columna (DNA Clean & 
Concentrator™-5, Zymo Research) según el protocolo del fabricante. Los productos purificados de la RACE en 5’ se 
seleccionaron por tamaños (292-438 pb) usando el LabChip XT (kit de ensayo DNA 750, Caliper/Perkin Elmer).

8. Ensayo diagnóstico del TDAV basado en una PCR

El ensayo diagnóstico de qRT-PCR del TDAV usó un ARN aislado a partir de 300 μl de suero o de plasma equino, 15
como se ha descrito anteriormente. Se usaron dos microlitros de ARN para llevar a cabo la transcripción inversa con 
un cebado aleatorio según el protocolo del fabricante (Superscript III First-Stry Synthesis System, Life Technologies). 
Se añadió ADNc diluido (1:10) a las reacciones de qPCR con Fast SYBR Green Master Mix (Life Technologies) y 
uno de los siguientes pares de cebadores: EVT-162/-163 (TDAV), EVT-146/147 (TDAV) y EVT-192/-193 (ARNr 18S 
equino). Todas las muestras estaban enmascaradas y las reacciones se llevaron a cabo al menos por triplicado. El 20
ensayo de qRT-PCR del TDAV estaba diseñado para separar las muestras positivas conocidas y negativas 
conocidas mediante al menos 9 Ct en los experimentos piloto iniciales. No pudieron establecerse unos valores 
umbral predefinidos de Ct para la positividad del TDAV debido a la pequeña variabilidad de un día a otro en el 
ensayo; por lo tanto, la positividad se definió como i) la detección de ARNr 18S equino con unos Ct sustancialmente 
menores a los de las muestras enmascaradas predichas como H2O y ii) la detección del ARN vírico con ambos 25
conjuntos de cebadores del TDAV con unos Ct sustancialmente menores que en las muestras enmascaradas 
predichas como controles negativos.

B. RESULTADOS

1. Resumen del brote epidémico 

Se investigó un brote epidémico de la enfermedad de Theiler que se produjo en una granja de caballos en el oeste 30
de los Estados Unidos después de un tratamiento profiláctico de los animales para un envenenamiento por toxina 
botulínica. La granja (Granja A) alojaba una población de 75 caballos, de los que a cuatro se les diagnosticaron 
signos de envenenamiento por botulismo después del consumo de alimentos contaminados. Dos de los caballos 
presentaron una rápida aparición de parálisis y fueron sacrificados. Los otros dos caballos mostraron unos síntomas 
más leves, se trataron con plasma antitoxina botulínica equina, y se recuperaron por completo. Como medida 35
profiláctica se administró después un tratamiento antitoxina botulínica a los otros 21 caballos con sospecha de haber 
estado expuestos al alimento contaminado. Debido a que las cantidades del lote de antitoxina inicial estaban 
limitadas, a los primeros cuatro caballos se les proporcionó la misma antitoxina usada para el tratamiento de los dos 
caballos asintomáticos (’Antitoxina 1’) y a 17 caballos se les administró una antitoxina botulínica de una fuente 
independiente (’Antitoxina 2’). Los restantes caballos de la granja se dejaron sin tratar. Uno de los caballos que se 40
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trató con la Antitoxina 1 tras presentar unos síntomas leves de botulismo fue retirado de la granja y no estuvo 
disponible para una monitorización adicional, dejando un total de 22 caballos que se trataron con la Antitoxina 1 (N = 
5) o la Antitoxina 2 (N = 17) para una observación y un ensayo continuado. A las ocho semanas, dos de los caballos 
tratados con la Antitoxina 2 (el Caballo A1 y el Caballo A2) mostraron signos de la enfermedad de Theiler, 
incluyendo letargia, disminución en el apetito, fotodermatitis e ictericia. Los niveles séricos de las enzimas hepáticas 5
también estaban notablemente elevados en ambos caballos. Todos los caballos que recibieron el tratamiento con 
antitoxina fueron posteriormente monitorizados para evaluar síntomas manifiestos de hepatitis, y se ensayaron 
semanalmente muestras séricas para evaluar signos de daños hepáticos (niveles elevados de la transaminasa de 
aspartato (AST), de la transferasa de gamma glutamilo (GGT), de la deshidrogenasa de sorbitol (SDH), de la 
deshidrogenasa de glutamato (GLDH o GD) y de bilirrubina). En total, ocho de los 22 caballos que recibieron el 10
tratamiento con la antitoxina desarrollaron una hepatitis a lo largo de las siguientes varias semanas (Fig. 1). Los 
ocho casos se produjeron en caballos que habían sido tratados con la Antitoxina 2, lo que hizo aparecer la 
posibilidad de que esta preparación pudiera portar un agente causal químico o infeccioso. Para abordar esta última 
posibilidad, extrajimos el ARN y preparamos genotecas de secuenciación a partir de muestras de suero de los dos 
casos iniciales (el Caballo A1 y el Caballo A2), así como partir de la propia Antitoxina 2.15

2. La detección de la secuencia vírica da lugar al ensamblaje de un nuevo genoma de Flaviviridae

Una secuenciación paralela masiva de las genotecas del Caballo A1, el Caballo A2 y la Antitoxina 2 dieron como 
resultado una media de 22 millones de lecturas de secuencias de 100 nucleótidos (nt) para cada muestra. Para las 
dos muestras de suero, la filtración por complejidad y hospedador de los datos de la secuencia en bruto eliminó 
aproximadamente un 95 % de las lecturas de los análisis secuencia abajo. Para la muestra de la Antitoxina 2, la 20
filtración por complejidad y hospedador eliminó aproximadamente un 50 % de las lecturas. Las lecturas restantes 
fueron cartografiadas a todas las secuencias proteicas víricas de la RefSeq. Para los Caballos A1 y A2 
aproximadamente un 0,01 % de las lecturas de secuencia (2954 y 3522 lecturas, respectivamente) se cartografiaron 
con miembros de Flaviviridae; un 0,06 % (9116) de las lecturas de la Antitoxina 2 se cartografiaron con la misma 
familia de virus. Además de la abundancia de lecturas de Flaviviridae en cada muestra, el Caballo A1 tenía un único 25
cartografiado de par de lectura de Baculoviridae, una familia de virus de insecto, y otro par de lectura derivado de 
Adenoviridae, cartografiado con la región encontrada en los vectores de recombinación de laboratorio; el Caballo A2 
contenía 80 pares de lectura que derivaban de una región continua de 298 nt del virus del moteado suave del 
pimiento, un virus vegetal de la familia Virgaviridae. Estas lecturas probablemente representan una contaminación 
por artefactos introducida durante la recolección de muestras y la preparación de la genoteca. El Caballo A2 30
contenía adicionalmente cuatro pares de lectura derivados del herpesvirus equino 2, un virus común asociado a la 
enfermedad respiratoria leve en caballos. No se detectaron lecturas víricas adicionales en la muestra de la Antitoxina 
2. Las lecturas de secuencia que se cartografiaron con miembros de Flaviviridae se usaron como el punto de partida 
para los ensamblajes del genoma de novo usando el algoritmo de ensamblaje PRICE. Se ensambló un cóntigo de
10,5 kilobases (kb) correspondiente a un genoma previamente desconocido y divergente de la familia Flaviviridae a 35
partir de las secuencias del Caballo A1, y se ensamblaron largos cóntigos de un genoma esencialmente idéntico (>
99 % de identidad en la secuencia de nucleótidos) a partir de las muestras del Caballo A2 y la Antitoxina 2 (Fig. 2A). 
El cartografiado de las lecturas de cada muestra de nuevo con respecto al genoma ensamblado reveló que la 
verdadera cobertura de la secuencia vírica era dos órdenes de magnitud mayor que la inicialmente percibida: un 
0,8 % de las lecturas del Caballo A1, un 1,4 % de las lecturas del Caballo A2 y un 2,4 % de las lecturas de la 40
Antitoxina 2 se cartografiaron con un genoma recuperado (Fig. 2B). Este nuevo genoma (el virus asociado a la 
enfermedad de Theiler (TDAV)) se proporciona en la SEQ ID NO.: 1, la secuencia de aminoácidos codificante de la 
SEQ ID NO.: 1 se presenta como la SEQ ID NO.: 2, y la secuencia de aminoácidos codificada por la SEQ ID NO.: 1 
y la SEQ ID NO.: 2 se presenta como la SEQ ID NO.: 3.

3. Características del genoma del virus asociado a la enfermedad de Theiler (TDAV)45

Con objeto de validar el ensamblaje del genoma generado por ordenador, se investigó en primer lugar la presencia 
de reordenaciones estructurales artificiales. En un ensamblaje exento de artefactos, los tamaños del amplicón 
informatizado a lo largo del genoma deberían coincidir con el tamaño del amplicón seleccionado durante la 
preparación de la genoteca. Esto fue evaluado mediante el cálculo de la distancia entre los pares de lectura que se 
cartografiaban de nuevo con el genoma del TDAV, y mediante la representación gráfica del valor mediano de todos 50
los tamaños de amplicón calculados en cada posición. Los tamaños de amplicón calculados basados en los datos 
del Caballo A1 coincidían estrechamente con el tamaño del inserto generado experimentalmente de 300 ± 30 
nucleótidos (nt) (Fig. 2C). Para obtener apoyo empírico para la presencia de la secuencia predicha del TDAV en 
muestras clínicas, se llevó a cabo una RT-PCR. Se amplificó el ARN preparado a partir del suero del Caballo A1 con 
pares de cebadores predichos para producir diez amplicones solapantes que engloban prácticamente el ensamblaje 55
del genoma completo del TDAV (Fig. 2D). Los diez amplicones fueron recuperados con éxito. La clonación y la 
secuenciación Sanger de tres clones independientes de cada amplicón revelaron una identidad de nucleótidos de >
99 % con el ensamblaje del TDAV generado en sílice. Los extremos 5’ y 3’ del ensamblaje del genoma del TDAV 
estaban subrrepresentados en la genoteca inicial (Fig. 2B). Se investigó el extremo 5’ mediante una RACE en 5’ 
(amplificación rápida de los extremos del ADNc) usando muestras de ARN del Caballo A1, el Caballo A2 y la 60
Antitoxina 2. Este procedimiento extendió el ensamblaje de la secuencia inicial en 24 nucleótidos. El nucleótido 
terminal notificado en 5’ (’T’) fue encontrado en 21 de los 35 clones, mientras que nueve clones contenían un 
nucleótido terminal diferente en esa posición, y cinco clones contenían un único nucleótido adicional secuencia 
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arriba (’T’) (Fig. 8). La secuencia del extremo 3’ no se extendió más allá del ensamblaje de la lectura de 
secuenciación.

El ensamblaje del genoma del TDAV tiene aproximadamente 10.479 nt de longitud, englobando la región no 
traducida en 5’ (UTR), un único marco abierto de lectura (ORF) que se inicia en un AUG en la posición 618 y que 
codifica una poliproteína supuesta de 3189 restos de aminoácidos (aa) de longitud, y 292 nt de la UTR en 3’. 5
Mediante una comparación con la relacionada Flaviviridae, el genoma del TDAV codifica tres supuestas proteínas 
estructurales (núcleo, E1, E2) y siete no estructurales (un producto génico de longitud variable que se cartografía 
entre E2 y NS2, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) (Figs. 2 y 9).

Aunque parece que el TDAV está más estrechamente relacionado con los virus GB y los hepacivirus en la filogenia
Flaviviridae (Figs. 3 y 4 A-N), es muy divergente de ambos grupos. El TDAV comparte únicamente una identidad del 10
35,3 % en la secuencia de aminoácidos a lo largo de la longitud de la totalidad de la poliproteína con su pariente 
más cercano, el virus GB D (GBV-D), una identidad del 20,5 % con el virus de la hepatitis C (genotipo 1; HCV-gt1) y 
una identidad del 20,4 % con el miembro más estrechamente relacionado de los Flaviviridae recientemente 
identificado en caballos, el hepacivirus no primate (NPHV). La identidad en la secuencia por parejas entre el TDAV y 
estas especies varía drásticamente (Fig. 2E, Fig. 4 A-N). La supuesta proteasa de serina, la NS3, y la polimerasa de 15
ARN dependiente de ARN, la NS5B, son las regiones más conservadas de la poliproteína, excediendo algunas 
regiones una identidad del 75 % en los aminoácidos con el GBV-D (Fig. 2E). En el nt 617 y el nt 292, la UTR en 5’ 
del TDAV (posiblemente parcial) y las UTR en 3’ son más largas que las que se encuentran en los hepacivirus (de 
aproximadamente 340 nt y 200-235 nt, respectivamente). Aunque parecía haber un significativo potencial para la 
estructura secundaria predicha en cada UTR, el IRES canónico u otros motivos estructurales del ARN típicos de 20
otros Flaviviridae no son fácilmente evidentes (Fig. 9). La proteína del núcleo, que sirve como la nucleocápside en el
HCV, esta truncada o ausente en el GBV-A, el GBV-C y el GBV-D (15). En el TDAV, su tamaño predicho también es 
pequeño (26 aa), con un supuesto sitio de escisión de la peptidasa de señalización entre los aminoácidos 15 y 16. 
Asimismo, las cuatro proteínas predichas del TDAV, que yacen entre la E2 y la NS2, parecen ser más similares al 
virus GB que a los hepacivirus. En el HCV, esta región codifica la p7, una proteína de 7 kDa (63 aa) que es 25
importante para el ensamblaje y la liberación del virus. En los virus GB, la proteína varía desde 6 kDa (en el GBV-C) 
hasta 21 kDa (en el GBV-A), y su papel en el ciclo de vida del virus no está claro. La correspondiente proteína del 
TDAV tiene un peso molecular predicho de aproximadamente 10,8 kDa. Finalmente, al contrario que los GB y los
hepacivirus, la proteína NS5A del TDAV contiene tres supuestas inserciones que abarcan aproximadamente 160 aa 
que no se encuentran en ningún miembro relacionado de los Flaviviridae, incluyendo una gran inserción de 30
prácticamente 100 aa en el dominio 1b de la NS5A, y dos inserciones más cortas en el dominio 2 (Fig. 4 A-N). El 
papel funcional de estas inserciones es desconocido.

4. Ensayo diagnóstico basado en una PCR

Tras la validación de la secuencia del genoma del TDAV, se desarrolló un ensayo diagnóstico basado en una PCR 
para cribar la presencia del TDAV en muestras clínicas (por ejemplo, en suero). Se diseñaron ocho pares de 35
cebadores candidatos dirigidos a productos de 130-200 nt de todo el genoma del TDAV (Tablas 3, 5). Estos 
cebadores de la qRT-PCR, y los cuatro descritos previamente para los genes constitutivos equinos, se ensayaron 
para evaluar su comportamiento en un ensayo de qPCR basado en una SYBR green con muestras recogidas a 
partir del brote epidémico. Se usó el ARN preparado a partir de las siguientes fuentes para probar estos 1 pares de 
cebadores: tres muestras en las que se identificó el TDAV mediante una secuenciación Illumina (las primeras 40
muestras recogidas de los caballos A1 y A2, y la Antitoxina 2; estas sirvieron como positivos confirmados para los 
ensayos del TDAV y como positivos sospechosos para los ensayos del gen constitutivo equino), tres muestras de 
agua (estas servían como controles negativos para ambos ensayos del TDAV y del gen constitutivo equino), ocho 
muestras de los caballos tratados con la Antitoxina 1 (dos muestras disponibles recogidas de los caballos A19, A20, 
A21 y A22; estas servían como sospechosos negativos para los ensayos del TDAV, y positivos esperados para los 45
ensayos del gen constitutivo equino), y dos muestras procedentes de los caballos tratados con la Antitoxina 2 (dos 
muestras disponibles recogidas a partir del caballo A18; estas servían como sospechosos positivos para los ensayos 
del TDAV y como positivos esperados para los objetivos constitutivos equinos). Se extrajo el ARN total a partir de 
300 μl de una muestra de suero proporcionada para el estudio según se describe en la sección de Materiales y 
procedimientos del manuscrito. Se transfirió una alícuota de cada muestra a tubos nuevos y se proporcionó a un 50
segundo investigador para que la procesara de forma enmascarada como sigue: se usaron 2 μl de muestra como 
molde en una reacción de 20 μl de cebado aleatorio con hexámero con el Superscript III First Stry Synthesis System 
para el kit de RT-PCR (Life Technologies), según el protocolo del fabricante. Los ADNc resultantes se diluyeron a
1:3 con H2O exenta de nucleasa, y se usaron 2 μl como molde introducido para los ensayos de qPCR con SYBR 
green, conteniendo cada uno de los 12 pares de cebadores de la mezcla de reacción 7,8 μl de H2O, 0,2 μl de una 55
mezcla 10 μM del par de cebadores de la qPCR y 10 μl de la mezcla FAST SYBR Green Master (Life Technologies). 
La qPCR se llevó a cabo con un instrumento ABI 7900HT Fast Real-Time PCR System según los parámetros de 
ciclado recomendados por el fabricante (a 95 ºC, 20 s de etapa de desnaturalización, 40 ciclos de 95 ºC, 1 s, a 
60 ºC, 20 s), seguido de un análisis de disociación. Se usaron los siguientes criterios para identificar los pares de 
cebadores para las solicitudes de la presencia o ausencia del ARN vírico y del ARN del hospedador equino antes de 60
desenmascarar los identificadores de la muestra: un único pico en el análisis de la curva de disociación posterior a la 
qPCR y un único producto del tamaño esperado en los análisis de confirmación de la electroforesis en gel de 
agarosa; valores de Ct para las señales sospechosas positivas < 30; valores de Ct para las señales sospechosas 
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negativas > 35; valores de Ct para las muestras sospechosas de H2O > 39; una diferencia mínima de 9 Ct entre el 
menor valor de Ct para las solicitudes negativas y el mayor valor de Ct para las solicitudes positivas. En la Tabla 6A 
se proporciona un resumen de los resultados. Los pares de cebadores del TDAV EVT146/147, EVT154/155, 
EVT162/163 y los cebadores constitutivos equinos EVT192/193 cumplen los criterios anteriores. El uso de 
cualquiera de estos cebadores del TDAV junto con el par de cebadores constitutivo EVT192/193 produjo una 5
precisión del 100 % en la identificación de los diferentes tipos de muestra (TDAV+, TDAV- o H2O) probados en este 
ensayo.
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5. Estudio epidemiológico para evaluar la presencia del TDAV

Se llevó a cabo un estudio epidemiológico para comprender la prevalencia del TDAV en caballos, para investigar la 
correlación entre los síntomas clínicos y la viremia, y para determinar si existe una transmisión natural de animal a 
animal. Se desarrolló un ensayo del TDAV basado en una qRT-PCR (véase más arriba) y se empleó para cribar 
suero o plasma de 60 caballos de tres instalaciones geográficamente distantes. La Granja A, en la que tuvo lugar el 5
brote epidémico de la enfermedad de Theiler, proporcionó muestras de 37 caballos. Algunos pastaban en los 
campos habituales o estaban alojados en establos comunes. Los caballos de la Granja A se dividieron en tres sub-
grupos: 15 caballos no habían sido tratados con la antitoxina botulínica, 17 caballos (incluyendo el Caballo A1 y el
Caballo A2) habían recibido la Antitoxina contaminada 2, y 5 caballos habían recibido la Antitoxina 1 no 
contaminada. La Granja B estaba ubicada en un estado diferente al de la Granja A y se analizó el suero de 20 10
caballos de la Granja B sin antecedentes de exposición a la antitoxina de ninguna fuente. La Granja D (donante) era 
la instalación en la que se había preparado la Antitoxina botulínica 2 mediante la agrupación del plasma de tres 
caballos inmunizados con la toxina botulínica; se proporcionaron muestras de los tres caballos donantes.

Los resultados del ensayo de detección del TDAV mediante una qRT-PCR se muestran como los valores de Ct

representados gráficamente en un eje y invertido (Fig. 5A). De los 17 caballos expuestos a la Antitoxina 2 de la15
Granja A, 15 mostraron unos bajos valores de Ct, lo que indica positividad para el TDAV. Los dos caballos tratados 
con la Antitoxina 2 (A7 y A11) que aparentemente eran negativos mediante el ensayo de la qRT-PCR usando los 
cebadores EVT-146/-147, mostraron una señal positiva en algunos de los replicados de la qPCR en un análisis 
paralelo de estas muestras con el conjunto de cebadores EVT-162/-163; esto sugiere que estos animales pueden 
haber desarrollado una infección con unos títulos de TDAV rondando el límite de detección del ensayo. Ninguno de 20
los replicados de la qPCR de ningún animal que no estuviera expuesto a la Antitoxina 2 mostró una señal positiva en 
ningún ensayo diagnóstico del TDAV. Todos los caballos (40/40) no tratados o tratados con la Antitoxina 1 de las
Granjas A y B eran negativos para el TDAV. De los tres caballos donantes de la Granja D, dos animales eran 
negativos para el TDAV, mientras que uno era positivo; este animal es posiblemente la fuente de la contaminación 
de la Antitoxina 2. Estos resultados establecen una fuerte asociación de la infección por el TDAV con la exposición a 25
la Antitoxina 2, y adicionalmente sugieren que el virus no es muy prevalente en los caballos sin tratar. 
Adicionalmente, el hecho de que el TDAV no se detectara en los caballos de la Granja A que no recibieron la 
Antitoxina 2, a pesar del contacto con los caballos infectados por el TDAV durante 1 año, sugiere que el TDAV no se 
diseminaba fácilmente entre los caballos.

Durante el brote epidémico de la enfermedad de Theiler en la Granja A, los animales se clasificaron ampliamente 30
como los que tienen hepatitis y los que no tienen hepatitis. Los caballos con hepatitis fueron clasificados 
adicionalmente en caballos que eran "clínicos" y subclínicos''. Los casos clínicos mostraban una elevación 
significativa de las enzimas hepáticas en el suero, junto con los signos clínicos habituales de la enfermedad tales 
como ictericia, letargia, bajo apetito y fotodermatitis. Los casos subclínicos mostraban unos grados variables de 
elevación de las enzimas hepáticas en el suero, pero sin unas manifestaciones clínicas evidentes de enfermedad 35
hepática. Para investigar la correlación entre la carga vírica y el cuadro clínico, los datos del ensayo de la qRT-PCR 
de los animales expuestos a la Antitoxina 2 fueron clasificados según el estado de hepatitis y el nivel de síntomas 
(Fig. 5B). Dado que el intervalo de los valores de Ct (que representan una carga vírica de 106-108 genomas/ml; SI 
Materiales y procedimientos) era similar tanto para los caballos positivos para hepatitis como negativos para 
hepatitis, no era evidente una correlación entre el estado de hepatitis o los síntomas clínicos y la carga vírica. 40
Además, en cada grupo (positivo para hepatitis y negativo para hepatitis) se observó un único caballo (A7 y A11, 
respectivamente) con una carga vírica que estaba por debajo de este intervalo, que apoyaba adicionalmente la 
conclusión de que la carga vírica no es predictiva de la magnitud de los daños hepáticos.

6. Estudio de inoculación experimental 

Para comprender mejor la dinámica de la infección por el TDAV y el papel del virus en la progresión de la 45
enfermedad, se llevó a cabo un pequeño estudio de inoculación experimental. A cuatro caballos que estaban sanos 
y exentos de signos clínicos o bioquímicos de enfermedad hepática, según las evaluaciones iniciales, se les 
administraron dosis estándar de la Antitoxina 2 (del mismo lote que el implicado en el brote epidémico de la Granja 
A). Durante las siguientes 10-14 semanas, los animales fueron monitorizados diariamente para evaluar signos 
evidentes de enfermedad. Se recogieron semanalmente muestras de suero y se ensayaron para evaluar los signos 50
bioquímicos de daños hepáticos y la cuantificación de los niveles séricos del TDAV.

A lo largo del transcurso del estudio, únicamente 1 de los 4 animales (el Caballo C1) mostró signos clínicos de la 
enfermedad. Los síntomas, que aparecieron aproximadamente entre 7 y 9 semanas después de la inoculación, 
incluían un breve periodo de leve letargia y apetito reducido, y parecían resolverse en < 1 semana. Coherente con la 
observación de los signos clínicos, el Caballo C1 tenía unos niveles elevados de las enzimas hepáticas en el suero 55
que presentaban un pico en la semana previa a la aparición de la enfermedad (Fig. 6 B-E). Las enzimas hepáticas 
en el suero de los Caballos C2-C4 permanecían ampliamente sin cambios a lo largo de transcurso del estudio, con 
la excepción de una elevación temporal en los niveles de la GLDH y de la SDH en la semana 7 en el caballo C3.

Las dinámicas de la infección por el TDAV eran notablemente diversas entre los cuatro animales inoculados (Fig. 
6A), en paralelo con las diferencias en las cargas víricas detectadas después del brote epidémico inicial (Fig. 5A). En 60
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los Caballos C1 y C3, los niveles del TDAV ascendieron rápidamente y permanecieron elevados desde la semana 4 
durante la duración del estudio. De forma importante, la carga vírica máxima próxima del Caballo C 1 anticipó la 
aparición del pico de los síntomas clínicos en al menos 5 semanas. De hecho, hubo tres semanas (semana 4 -
semana 7) durante las cuales la carga vírica era máxima pero no había signos evidentes de daños hepáticos, según 
se valoró por los niveles de la AST, la GGT, la SDH o la GLDH. En el Caballo C4, la carga vírica aumentó5
gradualmente, y tuvo un pico después (semana 8) y a unos niveles menores que para los Caballos C1 o C3. En el
Caballo C2, se detectó el TDAV desde la semana 2 en adelante; sin embargo, la carga vírica era muy baja con 
respecto a los otros animales y no aumentó sustancialmente a lo largo del transcurso del estudio.

7. La infección aguda por el TDAV puede convertirse en crónica 

Se sabe que el GB y los hepacivirus causan una infección crónica en algunos individuos. Para analizar el potencial 10
del TDAV para progresar a una cronicidad, se recogieron muestras séricas de treinta animales de la Granja A 
aproximadamente un año después del brote epidémico inicial de la enfermedad de Theiler. En ambos casos iniciales 
(los Caballos A1 y A2), que eran positivos para el TDAV y mostraban los signos clínicos de enfermedad durante el 
brote epidémico, el virus no fue detectable un año después (Fig. 7). De forma análoga, otros 10 animales que habían 
sido positivos para el TDAV durante el brote epidémico (incluyendo los Caballos A7 y A11, que tenían una carga 15
vírica muy baja durante el brote epidémico) eran inequívocamente negativos para el virus después de un año. Por el 
contrario, cuatro caballos sin síntomas clínicos evidentes durante el brote epidémico continuaban portando el TDAV 
un año después, demostrando que el TDAV puede establecer una infección crónica en algunos, pero no en todos,
los animales expuestos. Finalmente, todos los caballos que eran negativos para el TDAV durante el brote epidémico 
continuaron siendo negativos durante un año, indicando una ineficiente transmisión horizontal, si la hubiera, desde 20
los animales infectados de la misma granja.

El anteriormente descrito ensayo diagnóstico del TDAV proporciona la detección y/o la identificación y/o la 
cuantificación del TDAV en una muestra biológica (por ejemplo, suero). Se empleó el ensayo diagnóstico del TDAV 
basado en una qPCR para cribar suero o plasma de 60 caballos de tres instalaciones geográficamente distantes 
(Fig. 5). Ninguno de los 20 animales del grupo de la Granja B había recibido antitoxina botulínica de ninguna fuente. 25
Se preparó la Antitoxina botulínica 2 agrupando el plasma de tres caballos inmunizados con la toxina botulínica de la 
Granja D; estos tres caballos donantes comprenden el grupo de la Granja D. Finalmente, la Granja A, en la que se 
detectó el brote epidémico de hepatitis, proporciona muestras de 37 caballos. Algunos de los 37 animales de la 
Granja A pastaban en los campos habituales o estaban alojados en establos comunes. Estos caballos pueden 
clasificarse en tres subgrupos: 1) quince de estos caballos de la Granja A no habían sido tratados con antitoxina 30
botulínica de ninguna fuente y servían como el subgrupo de la Granja A no tratado; 2) diecisiete caballos (incluyendo 
los caballos A1 y A2) de la Granja A habían recibido la Antitoxina 2 contaminada y comprendían el subgrupo de la 
Granja A tratado con la Antitoxina 2; y, 3) los restantes cinco caballos eran de animales que habían recibido la 
Antitoxina 1 y comprendían el subgrupo de la Granja A tratado con la Antitoxina 1. Por lo tanto, el ensayo 
diagnóstico descrito en el presente documento puede usarse, por ejemplo, para determinar: i) cómo se diseminan 35
las infecciones por el TDAV en poblaciones de caballos; ii) para detectar una transmisión natural de animal a animal; 
iii) para determinar la correlación, si la hubiera, entre los síntomas clínicos y la viremia; y, iv) si las infecciones por el 
TDAV han desaparecido y/o se han establecido en forma de infecciones crónicas a largo plazo. 

Según se describe en el presente documento, se utilizó una secuenciación paralela masiva y el subsiguiente cribado 
basado en los ácidos nucleicos para la identificación de un miembro muy divergente previamente desconocido de los 40
Flaviviridae y para relacionarlo con un brote epidémico de la enfermedad de Theiler en caballos. Este virus, que 
hemos denominado virus asociado a la enfermedad de Theiler (TDAV), es el primer agente infeccioso en ser 
asociado inequívocamente con una hepatitis sérica aguda equina desde la primera descripción de la enfermedad en 
1918. Diversas líneas de pruebas implican al TDAV como el agente causal de este brote epidémico de la 
enfermedad de Theiler en caballos. En primer lugar, el TDAV era el único virus común en todos los casos iniciales, y 45
se detectaron pocas secuencias víricas que no fueran del TDAV en cualquiera de las muestras. En segundo lugar, 
aunque no todos los caballos positivos para el TDAV tenían hepatitis, el TDAV era detectable en todos los animales 
del brote epidémico con signos clínicos o bioquímicos de hepatitis. En tercer lugar, la positividad para el TDAV 
estaba asociada exclusivamente con antecedentes de exposición a la Antitoxina 2, lo que apoya la hipótesis de que 
era un contaminante infeccioso del producto sérico y no un virus que se encuentra habitualmente en las granjas de 50
caballos. En cuarto lugar, el estudio de inoculación indicó que la infección por el TDAV precede a los daños 
hepáticos, excluyendo la posibilidad de que la asociación del virus con la hepatitis de la Granja A refleje una 
infección preferente de animales con un historial de daños hepáticos. Finalmente, la secuenciación del genoma del 
TDAV reveló un miembro de los Flaviviridae, que engloba otros virus de transmisión sanguínea relacionados con los 
daños hepáticos, incluyendo el HCV. Se aprecia que este estudio de inoculación no cumple formalmente los 55
postulados de Koch, dado que el TDAV del inóculo no fue purificado en primer lugar mediante un cultivo in vitro
(dado que todavía tenemos que desarrollar sistemas de cultivo adecuados). Como tal, la asociación del TDAV con la 
enfermedad de Theiler, aunque muy fuerte, sigue siendo ilativa. De forma análoga, queda por determinar si el TDAV 
es el único agente etiológico de la enfermedad de Theiler o uno de los diversos agentes causales – como es el caso 
en la hepatitis humana, que está relacionada con al menos cinco virus no relacionados (los virus de la hepatitis A-E). 60
A este respecto, apreciamos que hemos sido incapaces de relacionar el NPHV, el único virus hepaciforme conocido 
detectado en caballos, con la hepatitis en este brote epidémico. Los ensayos paralelos de qRT-PCR para el ARN del
NPHV llevados a cabo en este estudio identificaron el virus únicamente en tres caballos: un caballo asintomático sin 
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tratar negativo para el TDAV (Granja A), un caballo asintomático positivo para el TDAV (Granja A) y un caballo 
negativo para el TDAV sin ningún antecedente de tratamiento con la antitoxina (Granja B) (Tabla 7). Por supuesto, 
esto no excluye un papel del NPHV en la enfermedad hepática (o extrahepática) en otros escenarios 
epidemiológicos.

Tabla 7. Cribado del NPHV mediante una qPCR *5

Caballo ID  Ct promedio (D.T.)  Solicitud de NPHV 
A1 Indeterminado Negativo
A2 Indeterminado Negativo
A3 Indeterminado Negativo
A4 Indeterminado Negativo
A5 Indeterminado Negativo
A6 Indeterminado Negativo
A7 Indeterminado Negativo
A8 Indeterminado Negativo
A9 Indeterminado Negativo
A10 Indeterminado Negativo
A11 34,122558 (0,269914587) Positivo
A12 Indeterminado Negativo
A13 indeterminado Negativo
A14 indeterminado Negativo
A15 28,177337 (0,221504356) Positivo
A16 indeterminado Negativo
A17 indeterminado Negativo
A18 indeterminado Negativo
A19 indeterminado Negativo
A20 indeterminado Negativo
A21 indeterminado Negativo
A22 indeterminado Negativo
A23 indeterminado Negativo
A24 indeterminado Negativo
A25 indeterminado Negativo
A26 indeterminado Negativo
A27 indeterminado Negativo
A28 indeterminado Negativo
A29 indeterminado Negativo
A30 indeterminado Negativo
A31 indeterminado Negativo
A32 indeterminado Negativo
A33 indeterminado Negativo
A34 indeterminado Negativo
A35 indeterminado Negativo
A36 indeterminado Negativo
A37 indeterminado Negativo
B1 indeterminado Negativo
B2 indeterminado Negativo
B3 indeterminado Negativo
B4 indeterminado Negativo
B5 indeterminado Negativo
B6 indeterminado Negativo
B7 indeterminado Negativo
B8 indeterminado Negativo
B9 indeterminado Negativo
B10 indeterminado Negativo
B11 indeterminado Negativo
B12 indeterminado Negativo
B13 33,9393255 (0,791101946) Positivo
B14 indeterminado Negativo
B15 indeterminado Negativo
B16 indeterminado Negativo
B17 indeterminado Negativo
B18 indeterminado Negativo

E13789453
05-10-2017ES 2 642 879 T3

 



30

(continuación)
Caballo ID  Ct promedio (D.T.)  Solicitud de NPHV 

B19 indeterminado Negativo
B20 indeterminado Negativo
D1 indeterminado Negativo
D2 indeterminado Negativo
D3 indeterminado Negativo

Control positivo 
(plásmido)

8,85176075 (0,453810734) Positivo

* Burbelo, P. D., et al., 2012. Serology-Enabled Discovery of Genetically Diverse 
Hepaciviruses in a New Host. Journal of Virology. 86 (11): 6171.
 Los identificadores de los caballos están codificados según la ubicación de la 
granja y un número único asignado a cada caballo muestreado para este estudio
(A, Granja A en la que se produjo el brote epidémico; B, Granja B sin brote 
epidémico ubicada en un estado diferente; D, caballos donantes cuyo suero fue 
agrupado para crear el suero de Antitoxina 2 contaminado por el ETAV relacionado 
con el brote epidémico de la enfermedad de Theiler en la Granja A.
 Ct = umbral del ciclo.
D.T. = desviación típica, n = 4.

Los parientes más cercanos del TDAV parecen ser los virus GB. Los virus GB son un grupo de especies muy 
prevalentes de Flaviviridae que producen infecciones persistentes pero normalmente subclínicas en sus especies 
hospedadoras. Los virus GB A, B, y C fueron identificados en primer lugar en estudios de hepatitis sérica no A no B 5
en seres humanos y en primates no humanos a principios de los años 90, aunque ninguno ha sido relacionado de 
forma inequívoca con daños hepáticos en seres humanos en posteriores investigaciones epidemiológicas (Proc. 
Natl. Acad. Sci. EE.UU., 19; 100 (17): 9962-7. Publicación electrónica del 7 de agosto de 2003, Chronic hepatitis 
associated with GB virus B persistence in a tamarin after intrahepatic inoculation of synthetic viral RNA).

El GBV-D, tampoco relacionado hasta ahora con la enfermedad, fue recientemente identificado en un estudio 10
serológico de murciélagos frugívoros naturales de Asia central del sur. Tomando como base las similitudes 
observadas en la organización y la secuencia del genoma, el tropismo tisular, la ausencia de una patogenia 
detectable en los seres humanos y la persistente naturaleza de la infección, se propuso clasificar el GBV-A, el GBV-
C y el GBV-D conjuntamente en un nuevo género de Flaviviridae denominado pegivirus (virus GB o G persistente). 
Actualmente, basándose en las características de la secuencia, el TDAV probablemente podría ser considerado un 15
miembro del género pegivirus propuesto, aunque sería el primer miembro para el cual se ha identificado una 
asociación con la enfermedad. La pertenencia de un virus a un género dado no implica necesariamente a su 
hospedador natural. Aunque el TDAV ha sido descubierto en caballos, los reservorios y los hospedadoras naturales 
de este virus son desconocidos; podría ser un virus exclusivamente equino o un agente introducido en la población 
equina procedente de otra fuente y amplificado ahí mediante la práctica de la transfusión.20

La divergencia con respecto a los miembros de la familia Flaviviridae es evidente en varias interesantes 
características del genoma del TDAV. En primer lugar, el virus porta tres inserciones de aminoácidos en la proteína 
NS5A que abarca aproximadamente 160 aminoácidos que no se encuentran en ninguna de las especies 
relacionadas de hepacivirus o de virus GB. La NS5A del HCV es una fosfoproteína sin ninguna actividad enzimática 
conocida, pero con un papel esencial, aunque poco comprendido, en el ciclo vital del virus. La NS5A es necesaria 25
para la replicación del ARN, el ensamblaje del HCV infeccioso y las interacciones con una diversidad de proteínas 
celulares; la proteína también es el objetivo de los más potentes inhibidores anti-HCV descubiertos hasta la fecha. 
La mayor inserción de la NS5A del TDAV reside en el equivalente del dominio I de la NS5A del HCV, una región de 
unión al cinc con actividad de unión al ARN; no se conoce la relevancia de las inserciones en el ciclo de vida del 
TDAV. En segundo lugar, el TDAV carece de un sitio de unión al microARN (miR)-122 en la UTR en 5’ que se ha 30
detectado en los hepacivirus. En los seres humanos, el miR-122 es un abundante miARN específico del hígado, que 
es esencial para la replicación del HCV. El papel, si lo hubiera, que juegan los miARN en la replicación del TDAV 
está por determinar.

Aunque genéticamente distinto de los hepacivirus, el TDAV se parece al HCV en varios elementos de su biología, 
incluyendo la capacidad de engendrar infecciones tanto agudas como crónicas que pueden presentarse con una 35
infección sintomática o asintomática. El TDAV es un virus de transmisión sanguínea que no mostraba ningún signo 
de transmisión horizontal a través del contacto normal entre caballos no infectados e infectados en la Granja A a lo 
largo de un año. En esto también se parece al HCV, que raramente es transmitido por un contacto humano casual 
no parenteral, y no se trasmite de forma eficaz mediante un contacto sexual; de hecho, para el HCV al igual que 
para el TDAV, la exposición parenteral parece ser la vía de transmisión más eficaz. Por supuesto, la ausencia de 40
transmisión horizontal del TDAV observada en este estudio no excluye totalmente su aparición, y la transmisión 
vertical también sigue siendo una posibilidad. Al igual que se observa para el HCV, los individuos positivos para el 
TDAV pueden estar asintomáticos durante periodos prolongados de tiempo. Adicionalmente, al igual que en el HCV, 
los niveles séricos del ARN del TDAV no se correlacionan fuertemente con la gravedad de la enfermedad clínica. 

E13789453
05-10-2017ES 2 642 879 T3

 



31

Esto puede indicar que la propia replicación del virus no es citocida, y que las lesiones en los hepatocitos, cuando 
estaban presentes, podrían ser el resultado de mecanismos inmunitarios o inflamatorios secundarios. Finalmente, 
las infecciones agudas por el HCV pueden desaparecer sin ninguna intervención en algunos individuos, aunque 
aproximadamente el 70 % puede progresar a cronicidad; en este estudio, observamos una tasa de cronicidad del 
TDAV de 4 de 17 (23,5 %) animales después de un año.5

La disponibilidad de un ensayo diagnóstico del TDAV basado en una qRT-PCR y el futuro desarrollo de ensayos 
serológicos permitirán el cribado de productos biológicos equinos, así como investigaciones adicionales sobre la 
prevalencia y la exposición del TDAV. Estos estudios proporcionan un entendimiento del mundo en expansión de los 
Flaviviridae no primates, abren oportunidades para investigar un importante patógeno de los caballos, y 
proporcionan información crítica para el control y la potencial erradicación de la hepatitis sérica equina.10

Con el fin de interpretar esta memoria descriptiva, se aplican las siguientes definiciones, y siempre que sea 
apropiado, los términos usados en singular incluirán también el plural, y viceversa. En el caso de que cualquier 
definición establecida a continuación entre en conflicto con el uso de esa palabra en cualquier otro documento, la 
definición establecida a continuación siempre prevalecerá para el fin de interpretar esta memoria descriptiva y sus 
reivindicaciones asociadas, salvo que se pretenda claramente un significado contrario. Se aprecia que, según se usa 15
en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones anexas, las formas singulares "un”, "uno/a” y "el/la”, incluyen 
los referentes plurales salvo que estén expresa e inequívocamente limitadas a un referente. El uso de "o" significa 
"y/o" salvo que se establezca de otro modo. El uso de "comprender”, "comprende”, "que comprende”, "incluyen”, 
"incluye” y "que incluye" son intercambiables y no pretenden ser limitantes. Adicionalmente, cuando la descripción de 
una o más realizaciones use el término "que comprende”, los expertos en la materia deberían comprender que, en 20
algunos casos específicos, la realización o realizaciones pueden describirse alternativamente usando el lenguaje 
que consiste esencialmente en" y/o "que consiste en”. Los encabezamientos de sección usados en el presente 
documento son únicamente con fines organizativos y no deben ser interpretados como limitantes del asunto en 
cuestión descrito.

LISTADO DE SECUENCIAS 25

SEQ ID NO.: 1
nucleótido TDAV 120618
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SEQ ID NO.: 2
Secuencia codificante de SEQ ID NO.: 1

5
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SEQ ID NO.: 3
poliproteína TDAV 120618
codificada por SEQ ID NO.: 25
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Novartis Animal Health US, Inc. Cornell University
5

<120> Virus, composiciones y procedimientos 

<130> PAT055374-WO-PCT

<150> US 61/721.85810
<151> 02-11-2012

<160> 63

<170> PatentIn versión 3.515

<210> 1
<211> 10479
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler20

<400> 1
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<210> 2
<211> 9567
<212> ADN5
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 2
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<210> 3
<211> 3189
<212> PRT5
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 3
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<210> 4
<211> 20
<212> ADN5
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 4
agggttcttc gggtaaatcc 20

10
<210> 5
<211> 21
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

15
<400> 5
ccctcggact gaattatagg c 21

<210> 6
<211> 2020
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 6
gctttccctt tgcactatgg 2025

<210> 7
<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler30

<400> 7
caagccgatg caactaaagc 20

<210> 835
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<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 85
ggctctttgg attcacttgc 20

<210> 9
<211> 20
<212> ADN10
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 9
ccagtgacca gcataattcg 20

15
<210> 10
<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

20
<400> 10
atgccatggg tatgttgacc 20

<210> 11
<211> 2025
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 11
ctcctcgtag ttgcctttgc 2030

<210> 12
<211> 21
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler35

<400> 12
tgggagtgtc tggattattg c 21

<210> 1340
<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 1345
caaggtgtcc gagaggtagg 20

<210> 14
<211> 21
<212> ADN50
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 14
tggtactggt accgtcactg g 21

55
<210> 15
<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

60
<400> 15
gcgaggacct gaagtagtgc 20

<210> 16
<211> 1965
<212> ADN
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<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 16
ctcctgtgct ccctgaacc 19

5
<210> 17
<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

10
<400> 17
aacaccattg acccagaagc 20

<210> 18
<211> 2015
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 18
cttctgccta catcccatcg 2020

<210> 19
<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler25

<400> 19
tgcatacctt tcggctaagg 20

<210> 2030
<211> 18
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 2035
atgcggcggc gttattcc 18

<210> 21
<211> 24
<212> ADN40
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 21
gctatcaatc tgtcaatcct gtcc 24

45
<210> 22
<211> 21
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

50
<400> 22
cgggtaaacg gcgggagtaa c 21

<210> 23
<211> 2455
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 23
taggtaggga cagtgggaat ctcg 2460

<210> 24
<211> 18
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler65
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<400> 24
caccacacct tctacaac 18

<210> 25
<211> 185
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler
<400> 25
atctgggtca tcttctcg 18

10
<210> 26
<211> 18
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

15
<400> 26
gccatcacca tcttccag 18

<210> 27
<211> 2020
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 27
gactccacaa catattcagc 2025

<210> 28
<211> 166
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler30

<400> 28

35
<210> 29
<211> 156
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

40
<400> 29

<210> 3045
<211> 166
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 3050
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<210> 31
<211> 155
<212> ADN5
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 31

10

<210> 32
<211> 178
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler15

<400> 32

20
<210> 33
<211> 163
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

25
<400> 33

<210> 3430
<211> 167
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 3435

<210> 35
<211> 19740
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<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 35
5

<210> 36
<211> 18
<212> ADN10
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 36
cgtaagggcg cgtagtgg 18

15
<210> 37
<211> 18
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

20
<400> 37
ccgaagcatc aaggaacc 18

<210> 38
<211> 2025
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 38
acacattgca aggtctgtcg 2030

<210> 39
<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler35

<400> 39
acacattgca aggtctgtcg 20

<210> 4040
<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 4045
aacaccgcca attacagagc 20

<210> 41
<211> 20
<212> ADN50
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 41
aaccgagagt agcaccaagc 20

55
<210> 42
<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler
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<400> 42
caaatcctga tctgggaagg 20

<210> 43
<211> 205
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 43
cccaaggata aggacattgc 2010

<210> 44
<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler15

<400> 44
tttgtgatga gtgccacagc 20

<210> 4520
<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 4525
gcgaagagaa atggtgaagg 20

<210> 46
<211> 20
<212> ADN30
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 46
gttctgaacc cgtctgttgc 20

35
<210> 47
<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

40
<400> 47
cagcaactgc ttatgcttgg 20

<210> 48
<211> 2045
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 48
acccaagttg ttgagcaagg 2050

<210> 49
<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler55

<400> 49
tacactggac cttgggttgg 20

<210> 5060
<211> 21
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 5065
caccagaacc gtaaatcatg g 21
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<210> 51
<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

5
<400> 51
gagcagtcaa gtgcacaacc 20

<210> 52
<211> 2010
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 52
ttgccatctt tccagactcc 2015

<210> 53
<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler20

<400> 53
ataagaccag ccccgatacg 20

<210> 5425
<211> 20
<212> ADN
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 5430
gtcaaccgtg atagcaatgg 20

<210> 55
<211> 20
<212> ADN35
<213> virus asociado a la enfermedad de Theiler

<400> 55
actccccctg ttaaccttgc 20

40
<210> 56
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

45
<220>
<223> Construcción sintética

<220>
<221> misc_feature50
<222> (14)..(19)
<223> el N de las posiciones 14-19 puede ser cualquier nucleótido natural

<400> 56
gctcttccga tctnnnnnn 1955

<210> 57
<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial60

<220>
<223> Construcción sintética

<400> 5765
gctcttccga tct 13
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<210> 58
<211> 58
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> Construcción sintética

<400> 58
aatgatacgg cgaccaccga gatctacact ctttccctac acgacgctct tccgatct 5810

<210> 59
<211> 65
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Construcción sintética

<220>20
<221> misc_feature
<222> (25)..(31)
<223> el N de las posiciones 25-31 puede ser cualquier nucleótido natural

<400> 5925

<210> 60
<211> 1830
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética35

<400> 60
aatgatacgg cgaccacc 18

<210> 6140
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>45
<223> Construcción sintética

<400> 61
caagcagaag acggcatac 19

50
<210> 62
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

55
<220>
<223> Construcción artificial

<400> 62
aatgatacgg cgaccaccga gat 2360

<210> 63
<211> 21
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética5

<400> 63
caagcagaag acggcatacg a 21

10
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de ácido nucleico aislada que comprende la SEQ ID NO.: 1 o 2.

2. Una secuencia de ácido nucleico aislada que tiene una identidad de al menos el 90 % con la SEQ ID NO.: 1 o 2.

3. Una secuencia de ácido nucleico aislada que codifica la SEQ ID NO.: 3.5

4. Una secuencia de ácido nucleico aislada que codifica un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 90 % 
con la SEQ ID NO.: 3.

5. Un oligonucleótido seleccionado entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO. 4, la SEQ ID NO. 5, la SEQ ID NO. 
6, la SEQ ID NO. 7, la SEQ ID NO. 8, la SEQ ID NO. 9, la SEQ ID NO. 10, la SEQ ID NO. 11, la SEQ ID NO. 12, la 
SEQ ID NO. 13, la SEQ ID NO. 14, la SEQ ID NO. 15, la SEQ ID NO. 16, la SEQ ID NO. 17, la SEQ ID NO. 18 y la 10
SEQ ID NO. 19.

6. Un oligonucleótido de la reivindicación 5, comprendiendo el oligonucleótido un marcador detectable.

7. Dos o más oligonucleótidos para la amplificación de una secuencia de ácido nucleico de un virus equino, 
comprendiendo cada oligonucleótido, una secuencia de ácido nucleico que se corresponde con una porción de al 
menos 20 o más nucleótidos consecutivos de la SEQ ID NO.: 1 o 2, complementaria de una porción de al menos 20 15
o más nucleótidos consecutivos de la SEQ ID NO.: 1 o 2, o complementaria de una secuencia de ácido nucleico que 
codifica una porción de al menos 20 o más aminoácidos consecutivos de la SEQ ID NO.: 3.

8. Los oligonucleótidos de la reivindicación 7, en los que al menos uno de los oligonucleótidos comprende un
marcador detectable.

9. Un par de cebadores seleccionado entre el grupo que consiste en las SEQ ID NOS.: 4 y 5; las SEQ ID NOS.: 6 y20
7; las SEQ ID NOS.: 8 y 9; las SEQ ID NOS.: 10 y 11; las SEQ ID NOS.: 12 y 13; las SEQ ID NOS.: 14 y 15; las SEQ 
ID NOS.: 16 y 17; y las SEQ ID NOS.: 18 y 19.

10. El par de cebadores de la reivindicación 9, en el que al menos un cebador del par comprende un marcador 
detectable.

11. Un procedimiento de detección de un virus en una muestra, que comprende la amplificación, a partir de la 25
muestra, de un ácido nucleico usando un oligonucleótido de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8, o el par de 
cebadores de las reivindicaciones 9 o 10.

12. El procedimiento de la reivindicación 11, que comprende adicionalmente la detección del ácido nucleico 
amplificado.

13. Un kit para la detección del ácido nucleico de un virus en una muestra, comprendiendo el kit un oligonucleótido 30
de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8, o el par de cebadores de las reivindicaciones 9 o 10; y uno o más 
reactivos de amplificación.

14. El kit de la reivindicación 13, en el que el oligonucleótido, al menos uno de los oligonucleótidos, o al menos un 
cebador del par de cebadores, está unido de forma fija a un soporte sólido.

15. El kit de la reivindicación 13 o 14 que comprende adicionalmente un oligonucleótido para la detección del ácido 35
nucleico amplificado.

16. Un soporte sólido que comprende, unido de forma fija al mismo, un oligonucleótido de una cualquiera de las 
reivindicaciones 5-8, o al menos un cebador del par de cebadores de las reivindicaciones 9 o 10.

17. Un procedimiento de detección del virus asociado a la enfermedad de Theiler (TDAV) en una muestra, que 
comprende la amplificación, a partir de la muestra, de un ácido nucleico usando un oligonucleótido o un par de40
oligonucleótidos según se define en cualquiera de las reivindicaciones 5-8.

18. El procedimiento de la reivindicación 11 o de la reivindicación 12, o el kit de una cualquiera de las 
reivindicaciones 13-15, en el que la muestra se obtiene de un equino.
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